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PARTIE 1 — AVANT-PROPOS

Il est aujourd’hui estimé qu'il nait chaque année dans le monde, plus de
300 000 enfants atteints de drépanocytose, une forme grave d’hémoglobinopathie a
transmission autosomique récessive. Cette maladie se caractérise par une altération
de la forme native du globule rouge suite a la formation de polymeres
d'hémoglobine S mutée. Elle se manifeste alors par une anémie hémolytique sévere
et chronique, par un risque infectieux prononcé ainsi que par la formation
d’'occlusions vasculaires multifocales, hyperalgiques et quasiment imprévisibles. Ces
altérations d'origine vasculaire ont pour conséquences directes des atteintes
organiques multiples pouvant engendrer ponctuellement un syndrome thoracique
aigu, des seéquestrations spléniques et des thromboses/hémorragies rénales,
hépatiques et cérébrales qui risquent d'évoluer ensuite en hypertension pulmonaire,
insuffisance cardiaque et rénale, hépatopathie et accidents vasculaires cérébraux.
Ainsi la trés grande variété de complications organiques aiglies ou chroniques qui
évoluent suivant l'age mais surtout suivant l'individu rend I'établissement d'un
traitement particulierement complexe. De ce fait, il n'existe a ce jour aucune thérapie

curative, efficace et applicable a grande échelle.

D'un point de vue moléculaire, I'apparition des manifestations cliniques de la
maladie sont imputables a la mise en place d'un cercle vicieux impliquant un stress
oxydant exacerbé, une inflammation chronique et une altération de la vasomotricité
médiée par l'inactivation de l'oxyde nitrique. Ces mécanismes physiopathologiques
risquent d'étre amplifiés par certaines situations particulierement stressantes pour
I'organisme telles que I'hypoxie, I'acidose, I'hyperthermie et la déshydratation, autant
de parametres induits par I'exercice physique. Pour ces raisons, les professionnels de
santé déconseillent généralement la pratique d'une activité sportive a leurs patients
drépanocytaires. Néanmoins, depuis quelques années, plusieurs études font état
d'une absence de complications et d'effets déléteres majeurs chez des patients
drépanocytaires en réponse a un exercice aigu sous-maximal et maximal. De fagon

similaire, des travaux montrant les puissants effets antioxydants, anti-inflammatoires
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et vasodilatateurs de I'exercice physique régulier chez la population générale ainsi
que chez des patients atteints de maladies chroniques se multiplient. Récemment,
une modulation bénéfique du statut rédox, de la fonction endothéliale et de la
rhéologie du sang par I'entrainement physique a également été mise en évidence
chez des porteurs du trait drépanocytaire (sujets hétérozygotes pour la mutation).
Pourtant, malgré les multiples actions favorables apparentes de I'entrainement
physique, limpact physiologique de ce dernier ainsi que son potentiel effet
thérapeutique sur des patients drépanocytaires homozygotes n'a pas encore été

étudié.

En parallele, le stress oxydant excessif caractéristique de la drépanocytose est
susceptible de générer et d'étre généré par la grande famille des produits finaux de
glycation (AGEs, Advanced Glycation End Products). Apres fixation sur leur récepteur
(RAGE, Receptor of AGE), ces composés formés a partir de I'oxydation et de la
glycation non-enzymatique de protéines et de lipides participent a la
physiopathologie rénale, hépatique, cardiovasculaire et pulmonaire du diabete de
type 2 et de nombreuses autres maladies inflammatoires chroniques. Les mécanismes
moléculaires sous-jacents impliquent une production accrue de cytokines pro-
inflammatoires, de molécules d'adhérence vasculaire et d'agents pro-oxydants ainsi
qgu'une altération du meétabolisme de I'oxyde nitrique. Autant de parametres qui
contribuent a la pathogénese de la drépanocytose. L'implication des RAGE dans la

maladie n'a toutefois pas été testée.

Au regard de ces constats, les objectifs principaux de ce travail de thése sont 1)
de déterminer les effets de I'entrainement physique les processus inflammatoires,
pro/antioxydants et sur le métabolisme du NO dans la drépanocytose et 2) de
déterminer le role des RAGEs dans l'entretien du cercle vicieux drépanocytaire.
L'ensemble des travaux réalisés pour répondre a ces deux hypotheses a été effectué
sur des modeles murins de drépanocytose et s'articule autour de I'évaluation des

marqueurs de l'inflammation, du stress oxydant et du métabolisme du NO en
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réponse a des interventions sportive ou pharmacologique. Ainsi la premiere étude
s'intéresse aux effets d'un exercice physique chronique volontaire chez des souris
SAD, présentant un phénotype modéré de la maladie, qui ont été soumises a un
stress vaso-occlusif. La seconde consiste en une étude descriptive préliminaire du
profil moléculaire inflammatoire et du stress oxydant a I'état basal chez des souris
Townes, modele particulierement sévere de drépanocytose. Enfin les études 3 et 4
rapportent les actions respectives d'un entrainement a intensité modérée et d'un
blocage pharmacologique des RAGEs chez ce méme modele de souris aux atteintes

organiques multiples.
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I. LA DREPANOCYTOSE : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES GENERAUX

A. GENERALITES SUR LE DREPANOCYTOSE

1. Historique de la drépanocytose

Le premier cas de drépanocytose a été décrit par le Dr R. Lebby en 1846. Il a
pratiqué une autopsie sur un patient afro-américain exécuté pour meurtre chez
lequel la rate était absente. En 1910, le Dr J. B. Herrick recoit un patient agé de 20 ans
souffrant de difficultés respiratoires, de douleurs musculaires et gastriques, qui
souffrait également d'ulcéres aux jambes et de fatigue chronique (Herrick, 2001).
Herrick observa un nombre anormalement faible de globules rouges normaux et un
fort taux de globules fins et longilignes ressemblant a des faucilles (« Sickles » en
anglais ; Figure 1). Herrick est le premier a décrire I'anémie a cellules falciformes. En
1917, Victor Emmel découvre le caractere héréditaire (qui sera confirmé par John

Huck en 1923) de la maladie en étudiant le sang d'une patiente et de son pere. Le

Figure 1. Cliché de microscopie observé par Herrick en 1910 montrant la
forme particuliére allongée de globules rouges.
Extrait de (Herrick, 2001).
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sang du pere contenait quelques cellules falciformes. Il découvre également que trois
autres enfants de cette famille étaient décédés a un jeune age et souffraient tous
d'une anémie sévere (Emmel, 1917). Dans la décade suivante, le Dr L. Diggs distingue
les patients avec symptOmes (« active sicklers »), des personnes asymptomatiques
(« latent sicklers »). Il utilise alors le terme de « trait drépanocytaire » (« Sickle Cell
trait ») pour décrire un phénotype avec une faible concentration de globules rouges
falciformes (Serjeant, 2001). Dans les années 40, I'implication de I'hémoglobine est
constatée, notamment grace aux travaux de Pauling et Itano qui ont montré une
différence structurale entre [I'hémoglobine de sujets sains (essentiellement
I'hnémoglobine A) et celle de patients drépanocytaires, ces derniers exprimant
majoritairement une forme mutée de I'hémoglobine appelée hémoglobine S (Pauling
and Itano, 1949). La drépanocytose est pour la premiere fois décrite comme une
« maladie moléculaire ». En 1956, Ingram décrit une divergence dans la migration
électrophorétique des deux hémoglobines. Apres digestion chimique, un des
peptides de I'hémoglobine S semble étre chargé positivement lorsque le méme
peptide de I'hémoglobine A n'est pas chargé a pH identique (Ingram, 1956). L'année
suivante, il identifie l'unique mutation responsable de la maladie: un acide
glutamique est remplacé par une valine dans I'hémoglobine S (Ingram, 1957). Il
faudra attendre 1977 pour localiser la substitution d’une adénine par un uracile sur le
6°™ codon de 'ARNm de I'hémoglobine S (Marotta et al, 1977). L'année suivante,
Deisseroth et al. découvrent la position des [ et y globines sur le chromosome 11

chez 'Homme (Deisseroth et al., 1978).

La drépanocytose est I'une des maladies monogéniques héréditaires la plus
répandue au monde. Elle est causée par I'unique substitution d'une adénine par une
thymine sur le 6™ codon du géne codant pour I'némoglobine. Cette mutation
entraine la traduction d'une valine a la place d'un acide glutamique. Le caractere

hydrophobe de la valine modifie la conformation de la protéine d’hémoglobine,
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formant des tétrameres lorsque |'environnement est pauvre en oxygene. Les
tétrameres interagissent alors pour former des polymeres d’hémoglobine S qui
rigidifient le globule rouge prenant une forme de faucille, on parle alors de
falciformation érythrocytaire. L'accumulation de globules rouges non-déformables
peut entrainer I'occlusion de vaisseaux, notamment des capillaires ayant un diametre
inférieur aux globules rouges (4-5 pm contre 7-8 um), générant ainsi des territoires
organiques ischémiques. Cette moindre déformabilité est associée a une fragilité
accrue des érythrocytes. En effet, les drépanocytes sont caractérisés par une
dissociation entre le squelette sous-membranaire et la membrane érythrocytaire
(Franck et al., 1985), entrainant une anémie hémolytique chronique chez les patients
drépanocytaires. Ces deux manifestations, vaso-occlusion et anémie hémolytique,
sont a l'origine d'altérations poly-organiques (poumons, reins, foie, rate, muscles...)

causées par la réduction voire I'absence d'oxygénation des tissus.

Glutamic acid
HbA

Figure 2. Mutation ponctuelle unique caractéristique de la drépanocytose.

Le remplacement d'une base adénine par une base thymine sur le 6éme codon du géne de la
B-globine aboutit a la traduction d'une valine a la place d'un acide glutamique. Extrait de
(Kumar, 2009).

L'hémoglobine est une protéine hétérotétramérique composée de
groupements heme et de chaines de globine. Chacun des quatre hemes dispose d'un
noyau circulaire porphyrine sur lequel se fixe un ion fer capable d'interagir de facon
réversible avec une molécule de dioxygene (Figure 3). Il existe différents variants de
globine formant différents types d’'hémoglobine et dont I'expression évolue au cours

du développement chez I'Homme. Ainsi pendant la phase embryonnaire intra-
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utérine, 'embryon exprime les globines € et C (Figure 4). Cette derniere est remplacée
par I'a-globine depuis le stade foetal et perdure a I'age adulte. La production de
globine € est supplantée par celle de la y-globine chez le foetus (McConnell et al.,
2011).

L'association de deux chaines d'a-globines et de deux chaines de y-globine
(o2y2) permet la formation de I'hémoglobine foetale (HbF), qui représente 90% de
I'hémoglobine totale exprimée a ce stade. Cette hémoglobine a une forte affinité
pour le dioxygene facilitant le passage de ce dernier a travers la barriere foeto-
maternelle. Quelques mois apres la naissance, la production de y-globine décline
pour laisser place a la B-globine, permettant la synthese d’hémoglobine adulte
(HbA, o,B,). L'HbF est toujours produite a I'état de trace chez les adultes sains (moins
d'1% de I'hémoglobine totale) (Schechter, 2008). Chez les patients drépanocytaires
homozygotes, le remplacement de I'HbF par I'HbS est tardif et la concentration en
HbF est généralement plus élevée chez ces patients (5-8% en moyenne a I'age adulte)
par rapport a des sujets sains (Akinsheye et al., 2011). Cette élévation d'HbF pourrait
conférer une certaine cytoprotection en diluant la concentration en HbS et en
interférant avec sa polymérisation et donc avec la falciformation. Ainsi de fortes
concentrations en HbF sont associées a une diminution de la fréquence d'épisodes
douloureux, d'ulceres de jambes et de syndromes thoraciques aigus, une moindre
ostéonécrose, une réduction de la sévérité de la maladie et un maintien de la fonction
splénique (Akinsheye et al., 2011; Pack-Mabien and Imran, 2013). L'augmentation de
I'HbF est donc corrélée a une morbidité et une mortalité réduites dans la

drépanocytose.

Outre I'altération qualitative de I'hémoglobine (dont sont victimes les patients
drépanocytaires), il existe aussi des anomalies quantitatives de I'hémoglobine
regroupées sous le nom de thalassémies. On distingue alors les a-thalassémies des 8-
thalassémies correspondant respectivement a une production défectueuse en a-

globine ou en B-globine.
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Sickle cell
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(B6 Glu—Val)
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Iron atoms
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Figure 3. Structure de la molécule d'hémoglobine S.

La molécule d’hémoglobine S doit sa forme tétramérique a deux chaines a et deux chaines
mutées sur le 6me codon. Un groupement héme associé a un atome de fer est fixé sur
chacune des chaines de globine. Tiré de (Schechter, 2008).

L'a-thalassémie est le résultat d'une faible production (notée o) voire d'une
absence totale (notée o) d'a-globine. Dans les formes les plus sévéres, il peut se
former deux types d’hémoglobines homotétramériques, I'HbH, composée
uniquement de chaines B et I'Hb-Barth’s avec 4 chaines y qui ont toutes deux une
tres forte affinité pour I'oxygene amenuisant donc l'apport en dioxygene aux tissus.
L'expression d'HbH est a l'origine d'une anémie hémolytique modérée et d'une
splénomégalie tandis que l'expression d'Hb-Barth’s est associée a une mortalité in
utero ou néonatale précoce. A contrario, I'expression d'une forme modérément sévere
d'a-thalassémie serait protectrice chez les drépanocytaires homozygotes en
diminuant la concentration intra-érythrocytaire d'HbS et donc la sévérité de I'anémie

(Steinberg and Embury, 1986). Il semblerait également qu’elle potentialise les effets

de I'hydroxyurée sur la limitation des épisodes vaso-occlusifs (Darbari et al., 2014). De
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plus, l'a-thalassémie s'est avérée avoir des effets bénéfiques chez les sujets
hétérozygotes, sur le plan hémorhéologique (Monchanin et al., 2005), inflammatoire

(Monchanin et al., 2007) et du stress oxydant (Faes et al., 2012).

La B-thalassémie a pour conséquence un manque de B-globine (incomplet :
B* ou total : B% compensé par une production excessive des chaines d'a-globine qui
ont tendance a précipiter, entrainant érythropoiese anormale et hémolyse (Staikou et
al., 2014). De méme que pour l'a-thalassémie, la B-thalassémie peut-étre associée a la
drépanocytose. Ainsi la forme B°/B° est généralement cliniquement indiscernable de
la drépanocytose homozygote (B°/B°) puisque seule la chaine B> est synthétisée
(Serjeant et al., 2011). L'expression d'une forme B°/B* correspond & une synthése
limitée d'HbA. Le phénotype est plus hétérogene car dépend de la quantité d'HbA
produite mais est généralement plus sévére qu'une hétérozygotie p*/B> mais moins
qu'une homozygotie B°/p° (Steinberg, 2008).
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Figure 4. Chronologie de l'expression des différents variants des génes de
globine depuis le développement feetal jusqu'a la 1¢r« année post-natale.
Sont représentés également, les sites majeurs d’érythropoiése et types cellulaires contenant
I’hémoglobine aux différents stades de développement. Extrait de (Schechter, 2008).
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Le trait drépanocytaire correspond a la forme hétérozygote de |la
drépanocytose. Les porteurs de ce trait (PTD) possédent donc une copie du géne B°
muté et une copie du géne B* sauvage. Cette condition est communément
considérée comme asymptomatique puisque les PTD affichent un taux d'HbS
inférieur a 50% (entre 20 et 45%) ainsi qu'une croissance (Kramer et al., 1978), une
morbidité et une mortalité comparables a des sujets homozygotes sains A/A (Gima
and Bemis, 1975). Pourtant |'émergence d'études rapportant des anomalies
hématologiques (Westerman et al, 2002), hemorhéologiques (Monchanin et al.,
2005), cardiovasculaires (Ould Amar et al, 1999) et spléniques (Lane and Githens,
1985) chez les PTD, notamment lorsqu'ils sont confrontés a des conditions
physiquement exigeantes, amene la population scientifique et médicale a
reconsidérer le statut bénin du trait drépanocytaire (Connes et al., 2007; Le Gallais et
al., 2007). Une étude récente alimente d'ailleurs cette discussion en montrant que le
trait drépanocytaire majore les anomalies de la fonction vasculaire habituellement
observées chez les patients atteints d'un diabete de type 2 (Diaw et al., 2015a), ce qui

pourrait accroitre le risque de survenue de complications cardiovasculaires.

Historiquement, 5 foyers de départ de la mutation drépanocytaire ont été
identifiés, 4 en Afrique (Sénégal, Bantu, Bénin et Cameroun) et 1 en Asie (Arabo-
Indien) (Figure 5). A la fin des années 40, une hypothese selon laquelle ces foyers de
forte concentration de I'HbS coincideraient avec la distribution du paludisme, a été
formulée (Haldane, 1949). Les individus hétérozygotes A/S bénéficieraient d'une
protection élevée contre le paludisme comparés aux sujets sains A/A sensibles au
parasite Plasmodium falciparum dans les régions endémiques pour le paludisme et
aux malades S/S protégés du parasite mais mourant prématurément de la
drépanocytose. Suite aux importants mouvements de populations africaines durant la

traite des noirs, puis a I'essor des flux migratoires, la distribution du géne p° a évolué
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indépendamment de celle du paludisme rendant difficile la vérification de I'hypothese
initialement proposée. Malgré tout, Piel et collaborateurs (Piel et al., 2010) ont réalisé
une méta-analyse regroupant les données épidémiologiques de plus de 1200 études
et ont pu confirmer I'hypothese formulée par Haldane en 1949 (Figure 6). La relative
protection des PTD face au parasite serait due d'une part, a la diminution du pH des
cellules infectées facilitant la destruction des GRs et donc interrompant le cycle de vie
du parasite et d'autre part a la faible concentration intracellulaire en potassium des

GRs portant I'HbS conduisant également a la mort du parasite (Friedman et al., 1979).

A -globin Haplotypes
7l (/ . : Enociated with Sickle
4 / | _ Cell Anemia
y . Benin
. ‘ ‘ B Cameroon
& . B CAR/Bantu
B Saudi Arabia/India
I Senegal

Figure 5. Distribution des haplotypes de la drépanocytose.

Chaque couleur représente un haplotype nommé aprés le pays dans lequel il a été
originellement découvert. CAR: Central African Republic. Extrait de (Gabriel and
Przybylski, 2010).

Dans une revue détaillée publiée dans Lancet, Piel et al. estiment a plus de 5
millions, le nombre de naissances d'individus hétérozygotes A/S et 312 000 nouveau-

nés homozygotes S/S a travers le monde (Piel et al., 2013).
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Dans un bulletin publié en décembre 2014, I'INSERM fait état de 441 nouveau-
nés atteints d'un syndrome drépanocytaire majeur (englobant S/S, S/Bthal®, S/Bthal”
et S/C) au cours de I'année 2013. Ce chiffre représente une naissance sur 1900 faisant
de la drépanocytose la maladie génétique la plus fréquente en France (bien au-dela
des maladies génétiques plus connues du grand public, telles que la myopathie de

Duchenne (1/3500 ; chiffre AFM) ou la mucoviscidose (1/4500 ; chiffre INSERM)).

HbS allele frequency (%) -
1 0-0.51 - ‘
=3 0.52-2.02
= 2.03-4.04
4.05-6.06
== 6.07 -8.08
== 8.00-9.60
= 061-11.11
m 11.12-1263
. 12641465
= 14.66 - 18.18

Malaria endemicity
Malaria free

Epidemic
- Hypoendemic
- Mesoendemic
I Hyperendemic
Il Holoendemic

Figure 6. Distribution globale du géne de l'hémoglobine S.
En rouge, la fréquence de l'alléle HbS; en vert, la distribution de paludisme. Extrait de (Piel
et al., 2010).

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime qu'en Afrique entre 50 et
80% des enfants drépanocytaires homozygotes nés chaque année meurent avant

I'age de 5 ans di au manque de personnels spécialisés et d'infrastructures adaptées.

En revanche, dans les pays développés, l'espérance de vie des patients
drépanocytaires homozygotes ne cesse d'augmenter, passant d'environ 14 ans au

début des années 70, a moins de 50 ans dans les années 90 (Platt et al., 1994) et
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atteignant environ 60 ans de nos jours (Elmariah et al, 2014) grace a une meilleure
compréhension des mécanismes impliqués et a la mise au point de traitements visant

a limiter la sévérité de la maladie.

B. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA DREPANOCYTOSE

Le phénomene de falciformation des GRs, caractéristique de la drépanocytose,
s'amorce par la polymérisation de I'HbS a I'état désoxygéné (Figure 7). Dans des
conditions de faible pression partielle en dioxygene (PO,), les unités tétramériques
d'HbS interagissent et s'organisent en polymeres rigides faisant perdre au GR une
propriété essentielle, sa déformabilité. La concentration intra-érythrocytaire en HbS et
le taux de saturation en O, de I'hémoglobine constituent deux parametres

déterminants de la falciformation et sont dépendants des fluctuations des milieux

Oxygenated erythrocyte containing HbS

intérieur et extérieur.

Deoxygenated erythrocyte with polymerisation of HbS

Dehydrated, sickled erythrocyte

Figure 7. Formation d'un drépanocyte conséquente a la polymérisation de
UHbS en conditions désoxygénées.

En conditions désoxygénées, les molécules d’hémoglobine S forment des liaisons qui
modifient 'aspect morphologique du globule rouge. Extrait et modifié de (Rees et al., 2010).
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La polymérisation de I'HbS est fortement dépendante de la concentration
intra-érythrocytaire en HbS. Plus le GR est riche en tétrameres d'HbS plus la
probabilité qu'ils interagissent entre eux est grande et donc plus la polymérisation est
rapide. Cette concentration intra-érythrocytaire en HbS est elle-méme influencée par
le degré d’'hydratation du GR. Or il a été montré que les GRs des homozygotes S/S
avaient une perméabilité pour les cations anormalement élevée conduisant a une
fuite d'eau depuis le compartiment intracellulaire (Rees and Gibson, 2012). Au niveau
moléculaire, deux canaux ioniques membranaires ont été identifié comme étant a
I'origine de ces pertes en eau chez les drépanocytaires : le canal Gardos et le co-

transporteur KCI (ou KCC : KCI Channel ; Figure 8).

K*CI-

dehydration

Figure 8. Altérations membranaires d'une cellule falciformée.

Les polyméres d'HbS entrainent des changements membranaires délétéres via
l'externalisation de la phosphatidylsérine (P-Ser). Les canaux ioniques (Gardos et K-Cl) sont
également affectés et leur dysfonction entraine une deshydratation cellulaire. Tiré et modifié
de (Odiévre et al., 2011).

36



I - La Drépanocytose : Rappels bibliographiques généraux

- La formation des premiers polymeéres d’"HbS conduit a une perméabilisation de
la membrane des GRs ayant pour conséquence une fuite d'ions calcium (Ca®*). Ces
derniers alors présents dans le plasma vont aller se fixer en masse sur les canaux
Gardos Ca”*-dépendants d'autres GRs et provoquer une perte d'ions K*
accompagnée d'une fuite d'eau vers le compartiment extracellulaire (Bookchin and
Lew, 2002).

- La déshydratation ainsi induite par les canaux Gardos s'associe a une
acidification du GR qui initie I'ouverture du co-transporteur KCI. L'eau et les ions K*
et CI" s'échappant du GR accentuent la déshydratation et donc le risque de

falciformation (Bookchin and Lew, 2002).

La relation de saturation en dioxygene de I'hémoglobine en fonction de la
pression partielle en dioxygene (PO,) suit une courbe sigmoide. Ainsi, plus la PO, est
faible plus les atomes d'oxygene se détachent de leurs sites de fixation sur
I'hémoglobine augmentant la fraction de désoxyhémoglobine dans le sang. Sachant
que la polymérisation de I'HbS est grandement facilitée lorsque cette derniere est
sous forme désoxygénée, les situations d'hypoxie telles que les séjours en altitude
sont généralement déconseillées aux patients homozygotes (Godwin et al., 1981;
Willen et al,, 2014). Au niveau de I'organisme, la conséquence directe de I'hypoxie est
une augmentation de la pression partielle en dioxyde de carbone (PCO;) associée a
une diminution du pH décalant la courbe de dissociation de I'hémoglobine vers la
droite (Figure 9), phénomene appelé « Effet Bohr » (Macdonald, 1977). La privation en
O, favorise également les processus anaérobies glycolytiques au sein du GR et donc
la formation intra-érythrocytaire de 2,3-diphosphoglycérate (2,3-DPG) (Macdonald,
1977). Ce métabolite direct de la glycolyse régule de facon allostérique la fixation des
atomes d'oxygéne sur I'hémoglobine entrainant leur libération et donc un glissement
de la courbe de dissociation de I'hémoglobine vers la droite (Benesch and Benesch,
1967). De la méme facon, une élévation de la température ambiante (et donc

corporelle) conduit a une libération des atomes d'oxygene via la dégradation des
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liaisons O,-Hb (Barcroft and King, 1909). La chaleur augmente le métabolisme basal
et donc les besoins tissulaires en O, justifiant une désaturation plus efficace de
I'hémoglobine. Ainsi, chez des sujets sains, ces processus d'acclimatation ont pour
but de maintenir un apport adéquat en O, aux tissus malgré les fluctuations de
I'environnement. Cependant chez les drépanocytaires, la combinaison de ces
mécanismes compensatoires avec I'hypoxémie déja présente (causée par l'anémie
hémolytique chronique) s'averent déléteres car ils contribuent a la forte désaturation

en O, de I'HbS et par conséquent a sa polymérisation (Pianosi et al., 1993).

100r Psol (U e HbA
2,3-DPG | —(®)
pH1 Psot
75 b temp) 2,3-DPGH
Peo, | pH {
2 'rempf
gso PCO,'
S
w
8
25
H
25 50 75 100
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Figure 9. Facteurs controélant le déplacement de la courbe de dissociation de
l'hémoglobine.

La relation hémoglobine-oxygéne n’est pas linéaire mais a un aspect sigmoide. Chez des
sujets sains et en conditions normales de pression et de température, la pression artérielle
en Oy est supérieure a 75mmHg, ’'hémoglobine est donc presque saturée a 100%. Pso:
valeur de pression partielle en oxygeéne pour laquelle I’'hémoglobine est saturée a 50% ; 2,3-
DPG : 2,3-Diphosphoglycérate ; temp : température ; PCO2 : pression partielle en COg;
L (left): déplacement de la courbe vers la gauche ; R (Right) : déplacement de la courbe vers
la droite. Tiré de (Macdonald, 1977).

La polymérisation de I'HbS est cependant un phénomene réversible dans le cas
d'un retour a des conditions d'oxygénation suffisantes. Les tétrameres d'HbS se

détachent donc les uns des autres et le GR reprend sa forme originale biconcave.
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Néanmoins, des cycles répétés d'oxygénation/désoxygénation risquent de conduire a
la formation de drépanocytes « irréversibles » lorsque les dommages membranaires
causés par ces cycles successifs deviennent irréparables. Et, malgré un pouvoir adhésif
réeduit de ces drépanocytes «irréversibles », dii a une surface de contact avec
I'endothélium limitée (Barabino et al., 2010), le risque que ces GRs denses et non-
déformables entrainent une occlusion vasculaire est considérablement élevé
particulierement dans les capillaires les plus étroits ou la concentration en

réticulocytes fortement adhérents est accrue (Manwani and Frenette, 2013).

En conditions basales, les S/S affichent une concentration en
carboxyhémoglobine (COHb) élevée (Caboot et al,, 2012). Cette forme d’hémoglobine
a pour particularité de transporter le monoxyde de carbone (CO) trouvé a |'état de
traces dans I'air inspiré ou bien issu de la dégradation cellulaire de I'héme par I'Héme
Oxygénase-1 (HO-1). Dans le cas de la drépanocytose, I'hémolyse chronique entraine
donc une forte libération de CO qui, en se fixant a I'hémoglobine, augmente I'affinité
de celle-ci pour I'O; sur les autres sites de liaison (Sears et al., 2001). Le résultat direct
est un déplacement de la courbe de dissociation de I'hémoglobine vers la gauche
limitant la formation de désoxyhémoglobine et donc le risque de falciformation des
GRs. Ce phénomene compensatoire serait donc protecteur pour les patients S/S si
bien que cette molécule fait partie des agents thérapeutiques potentiels actuellement
testés. En 2013, Belcher et collaborateurs injectent de la MP4CO, une solution
d'hémoglobine humaine saturée en CO conjuguée au polyéthylene glycol pour
augmenter sa solubilité, a des souris drépanocytaires NY1DD et Townes. Dans cette
large étude, les auteurs montrent les propriétés antioxydantes (stimulation de la
translocation nucléaire de Nrf2 et de l'activité hépatique d'HO-1), anti-inflammatoires
(inhibition de NF-kB) et antiadhésives (diminution de la stase intravasculaire apres un
stress d'hypoxie/réoxygénation) de la MP4CO chez les souris traitées (Belcher et al.,

2013b). La méme année, Howard et al. publient des résultats encourageants d'un
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essai clinique de phase | permettant le passage de lI'agent thérapeutique en phase Il

(Howard et al., 2013).

Par définition, I'anémie est une diminution anormale de la concentration
sanguine en hémoglobine. Elle est dite hémolytique lorsque ce manque en
hémoglobine est di a une destruction des GRs (hémolyse). Chez les homozygotes
S/S, une anomalie de |'organisation de la bicouche lipidique membranaire semble
étre liée a la destruction des GRs (Stuart and Nagel, 2004). Au niveau de la membrane
plasmique des drépanocytes, la forte concentration en ions Ca®" présents au niveau
des canaux Gardos (décrit précédemment) active la scramblase Ca®*-dépendante qui
transporte activement la phosphatidylsérine de la face interne vers le feuillet
membranaire externe (Figure 8) (Lubin et al., 1981). Or une telle redistribution de la
bicouche phospholipidique correspond a un signal de reconnaissance des cellules
apoptotiques par les phagocytes (Wu et al., 2006a), favorisant la lyse prématurée des
drépanocytes. En parallele, un agencement défectueux des protéines du
cytosquelette, notamment du réseau fibrillaire spectrine/actine, aurait pour
conséquence de figer les GRs dans la conformation falciforme, les rendant rigides et
donc plus sensibles a I'hémolyse mécanique (Lux et al., 1976). Les S/S ont donc des
GRs ayant une durée de vie tres courte comparée aux sujets sains, puisque leur survie
moyenne est de 15-17 jours contre 120 pour des GRs normaux (Hebbel, 2011). En
1955, Crosby estime que chez les drépanocytaires, un tiers de I'hémolyse survient a
l'intérieur des vaisseaux sanguins et deux tiers dans le compartiment intracellulaire

(principalement la rate et le foie) (Crosby, 1955).

L'hémolyse extravasculaire est un mécanisme naturel d'élimination des GRs
sénescents ou défectueux, assuré par les macrophages et monocytes du systeme
réticulo-endothélial au niveau des tissus (Dhaliwal et al., 2004). Les GRs normaux

sont filtrés par les capillaires fenestrés de la rate et du foie grace aux macrophages
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présents a leur voisinage. Comme décrit précédemment les phosphatidylsérines,
exprimées en grand nombre sur la membrane des drépanocytes, sont facilement
reconnues par les épitopes des phagocytes (Poyart and Wajcman, 1996). Les cellules
falciformes sont alors piégées en masse au niveau des sinus hépatiques et spléniques
engendrant des obstructions multiples voire des infarctus localisés (Wood et al,
2008). Dans la rate, la conséquence ultime de I'hémolyse extravasculaire est une
atrophie splénique généralement visible a partir I'age de 6-8 ans (Pearson et al.,

1969).

L'hémolyse intravasculaire correspond a la lyse des GRs a lintérieur du
compartiment vasculaire. L'intégralité du contenu érythrocytaire est alors relarguée
dans le plasma et est susceptible d'entrainer des perturbations du milieu environnant
(Figure 10). Dans le plasma, I'oxyhémoglobine interagit avec I'oxyde nitrique (NO) et
forme de la méthémoglobine et du nitrate (NO3’) entrainant la diminution de la
biodisponibilité en NO (Wood et al., 2008). La méthémoglobine porte également des
ions fer a I'état ferrique Fe** ayant un fort pouvoir oxydant. Pour faire face a cela,
I'organisme met en place des mécanismes de protection visant a piéger
I'hnémoglobine ainsi libérée. Le premier mécanisme implique ['haptoglobine
plasmatique qui fixe rapidement I'hémoglobine libre et la métabolise (Tolosano and
Altruda, 2002). Lorsque I'hémolyse devient trop importante, les sites de liaison de
I'haptoglobine se trouvent saturés et 'hémoglobine non liée va se dissocier en unités
de globine et d’heme. C'est alors que 'hémopexine, ayant une forte affinité pour
I'heme, capte cette derniere et la dégrade (Tolosano and Altruda, 2002). Ces deux
protéines peuvent étre utilisées comme biomarqueurs indirects reflétant le degré
d'hémolyse. Cependant, la mesure de ces deux protéines ne semble pas étre le
meilleur indicateur de I'hémolyse a cause du manque de sensibilité des techniques
existantes a ce jour (Damanhouri et al, 2015), d'ou l'importance de prendre en
compte d'autres marqueurs. Bien que la méthode la plus fiable soit la mesure directe

de la survie des GRs grace a un marquage avec la biotine ou bien l'isotope radioactif
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Chromium 51, elle est peu utilisée en routine pour des raisons pratiques (Rees and
Gibson, 2012). Les cliniciens se basent surtout sur I'analyse de la Numération Formule
Sanguine (NFS), du taux de réticulocytes et de la concentration en lactate
déshydrogénase (LDH) pour estimer indirectement I'hémolyse. L'hématocrite, la
concentration en hémoglobine globulaire et en GRs mesurés par simple
prélevement veineux sont des premiers indicateurs d’hémolyse bien que d'autres
facteurs physiologiques puissent influer sur ces marqueurs. Auxquels s'ajoute la
numération des réticulocytes documentée pour étre un parametre solidement
corrélé a la survie des GRs malgré qu'il dépende de I'efficacité de la moelle osseuse a
générer ces GRs immatures (Hebbel, 2011). Comme la LDH présente en forte
concentration est déversée dans le plasma aprés la lyse des GRs, elle constitue un
marqueur relativement fiable d'autant plus lorsque le degré d’hémolyse est élevé

(Hebbel, 2011).

Fenton reaction

Dioxygenation
reaction

Haptoglobin ‘ Hemopexin
CD163 Endothelial hemoxygenase:

dysfunction, platelet
activation, and pulmonary
hypertension

Figure 10. L'hémolyse entraine la libération du contenu érythrocytaire dans
la circulation qui participe a la pathogenese de la drépanocytose.

L’hémolyse aboutit a la libération d’hémoglobine qui est normalement prise en charge par
I’haptoglobine et le CD163. Si I’hémolyse est trop importante, I’hémoglobine libre piége le NO
via une réaction de dioxygénation. Elle réagit également avec le peroxyde d’hydrogéne H20,
pour générer le radical hydroxyle OH via la réaction de Fenton conduisant a une dysfonction
endothéliale et un remodelage vasculaire pathologique. L’hémoglobine oxydée libére son
héme qui est généralement neutralisé par ’hémopexine et est dégradé par ’héme oxygénase-
1. Fe?*: ion ferreux; Fed®": ion ferrique; H202: peroxyde d’hydrogéne; OH : radical
hydroxyle ; NO : oxyde nitrique ; NOs- : ion nitrate. Extrait de (Gladwin and Ofori-Acquah,
2014).
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Finalement, I'hémolyse (intra- ou extravasculaire) a pour conséquences de
limiter la biodisponibilité du NO promouvant vasoconstriction locale, stress oxydant,
activation endothéliale et agrégation plaquettaire (mécanismes décrits dans II).
Autant de déreglements qui s'imbriquent dans un cercle vicieux et potentialisent la

survenue de crises vaso-occlusives (Chirico and Pialoux, 2012; Hebbel et al., 2004).

Les crises douloureuses représentent la premiere cause d’'hospitalisation chez
les patients drépanocytaires. La premiere hypothese formulée pour expliquer la
physiopathologie de la crise vaso-occlusive (CVO) eétait |'obstruction physique des
microvaisseaux par les cellules falciformes. Or le temps de transit des GRs dans la
microcirculation est généralement plus court que le délai nécessaire a la
polymérisation de I'HbS (Eaton and Hofrichter, 1990) suggérant l'intervention d'autres
facteurs initiateurs des CVOs. Parmi ces facteurs, on peut citer (1) l'altération des
propriétés hémorhéologiques influant sur la déformabilité des GRs et sur la viscosité
sanguine, et (2) lactivation endothéliale promouvant les interactions entre
I'endothélium et les cellules sanguines (érythrocytes et leucocytes) ainsi que des
cellules sanguines entre elles (Figure 11). La conséquence directe est une diminution
du flux sanguin du fait de la réduction de la lumiere vasculaire pouvant conduire a
une obstruction compléte du microvaisseau (Frenette, 2002). Les phases
d'ischémie/reperfusion subséquentes aux CVO répétées sont a l'origine d'un stress
oxydant accru et d'une réponse inflammatoire secondaires aux dommages
ischémiques tissulaires. Des médiateurs de l'inflammation tels que la bradykinine,
I'histamine et les prostaglandines sont alors libérés sur le site infarci activant la voie
de la nociception responsable de la sensation douloureuse (Ballas and Mohandas,

1996).
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a. Altérations hémorhéologiques
Les GRs des patients drépanocytaires sont caractérisés par une moindre

déformabilité. Cette derniere est due a la déshydratation cellulaire des GRs oxygénés
(cf. IB.1.a) et a la plus forte viscosité cytoplasmique qui en découle. La
désoxygénation amenuise la déformabilité déja compromise des GRs ainsi que leur
capacité a se déplacer dans la microcirculation. Le temps de transit est alors allongé
et le risque d'occlusion vasculaire s'accroit (Ballas and Mohandas, 1996). La viscosité
sanguine est directement liée a la déformabilité et constitue un second facteur
influant sur l'occurrence des CVOs. Les patients S/S ont une concentration
plasmatique totale en protéines supérieure qui augmente légerement la viscosité
plasmatique par rapport a des sujets sains. Pourtant, malgré une déformabilité altérée
et une viscosité plasmatique élevée, la viscosité sanguine des patients S/S est
généralement inférieure a celle des sujets sains du fait d'un hématocrite plus faible. A
l'inverse, certains patients présentant une hémolyse modérée avec un hématocrite
plus élevé et donc une viscosité sanguine plus importante présentent des épisodes

vaso-occlusifs plus séveres et plus fréequents (Platt et al., 1991).

Leucocyte adhérent

Erythrocytes contenant HbS
sous forme oxygénée

Erythrocytes irréversiblement
non-déformables

Réticulocyte adhérent

Figure 11. Modélisation d'une crise vaso-occlusive.

Adhérence préférentielle des cellules peu denses (leucocytes et réticulocytes) et piégeage des
drépanocytes denses irréversibles. Ces deux phénomeénes concomitants peuvent conduire
au final a lobstruction du vaisseau et au déclenchement dune crise extrémement
douloureuse pour le patient selon sa localisation.
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Dans les années 80, Hebbel et al, ont montré in vitro que les GRs S/S étaient
capables d'adhérer a I'endothélium activé contrairement aux GRs normaux (Hebbel et
al., 1980a). lls ont ensuite observé une forte corrélation entre le degré de sévérité de
la maladie et I'adhérence des GRs S/S (Hebbel et al., 1980b). Des études ultérieures
revelent que les réticulocytes et les GRs de faible densité sont, en général, plus
adhérents que les drépanocytes irréversibles de forte densité (Barabino et al., 1987).
En 1989, Kaul et al. proposent une explication chronologique de la formation d'une
vaso-occlusion en deux étapes (Kaul et al., 1989). Dans un premier temps, les
réticulocytes, non adhérents chez les personnes saines, sont, chez les patients S/S,
pourvus d'un pouvoir adhésif plus important, car ils expriment a leur surface
I'intégrine VLA-4, ligand de VCAM-1 au niveau endothélial (Gee and Platt, 1995). Les
prémices de la CVO se feraient donc a cause d'une diminution de la lumiére
vasculaire suite a I'adhésion de ces jeunes GRs déformables a I'endothélium. Cette
interaction se trouve étre problématique dans les régions ou le débit sanguin est déja
modérément faible, c'est-a-dire au niveau des veinules post-capillaires dans la
mesure ou le risque de désoxygénation/ falciformation des GRs est particulierement
important dans ces zones (Kaul et al, 1989). Plus récemment, la méme équipe
démontre lintervention des leucocytes dans le modele de genese des vaso-
occlusions (Kaul and Fabry, 2004) (Figure 12). Des études en microscopie intravitale
sur des souris drépanocytaires transgéniques ont montré que des épisodes
d'occlusions transitoires (déclenchés par des hypoxies/réoxygénations) augmentent
les interactions entre les leucocytes et I'endothélium par rapport a des souris saines
(Kalambur et al., 2004). Une répétition de ces interactions a pour conséquence une
diminution du flux sanguin avec une augmentation concomitante du temps de transit
des GRs dans les veinules ce qui accentue le risque de polymérisation des GRs. Les
cellules falciformes denses ainsi formées se trouvent piégées et engendrent une

obstruction transitoire ou prolongée des microvaisseaux (Frenette, 2002).
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Figure 12. Modéle séquentiel de déclenchement d'une crise vaso-occlusive
proposé par Frenette.

L’'inflammation chronique active ’endothélium qui exprime alors en masse des molécules
d’adhérence vasculaire (i). Les leucocytes interagissent aisément avec ces molécules
endothéliales (ii). Ils deviennent activés a leur tour et accrochent les globules rouges
circulants (iii). Le ralentissement progressif du flux sanguin causé par la diminution de la
lumiére du vaisseau entraine 'obstruction compléte du vaisseau (iv). Extrait de (Frenette,
2002).

Les patients drépanocytaires, et plus particulierement les enfants, ont un risque
élevé de développer des infections bactériennes. Les infections a pneumocoques
(Streptococcus pneumoniae) et a Haemophilus influenzae responsables de
pneumonies et méningites bactériennes sont fréquemment observées chez les
enfants S/S de moins de 5 ans (Pearson, 1977). La principale explication de cette
susceptibilité accrue aux infections est |'altération de la fonction splénique. En effet, la
plupart des enfants drépanocytaires présentent une splénomégalie qui disparait avec
I'age suite aux multiples épisodes vaso-occlusifs et infarctus spléniques. Pourtant le
role de la rate dans la lutte contre les infections bactériennes est important et double
puisqu’elle permet la fabrication d'anticorps spécifiques et I'élimination des bactéries
véhiculées par le sang (Pearson, 1977). Une absence ou de faibles concentrations en
anticorps sont caractéristiques de la petite enfance mais la dysfonction splénique de
la drépanocytose a des effets additifs rendant les enfants drépanocytaires
particulierement vulnérables aux attaques bactériennes. Une carence en certains
micronutriments tels que le zinc serait également responsable d'une réponse
immunitaire défectueuse (Booth et al., 2010). Une déficience en zinc a été associée a

une apoptose exagérée des lymphocytes B et T ainsi qu'a une production réduite
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d'interleukine-2, a une activité limitée des cellules NK (« Natural Killer ») et a une

dysfonction des cellules Th1 (qui stimulent les cellules phagocytaires).

Le caractere récurrent et imprévisible des CVOs fait de la drépanocytose une
maladie complexe et multi-systeme, dont I'expression clinique est tres variable dans

le temps et selon les individus.

Apres les crises douloureuses, le syndrome thoracique aigu (STA) est la
deuxieme cause d'hospitalisation et est responsable de plus de 25% des déces
(Vichinsky et al., 1997). Les symptomes du STA semblent étre dépendant de I'age
puisque chez les enfants, ils se présentent généralement sous forme de fievre
accompagnée d'une toux sévere alors que chez les adultes ils sont plus souvent
caractérisés par une forte douleur thoracique et des difficultés respiratoires mais sont
rarement accompagnés de fievre (Desai and Ataga, 2013). Le diagnostic peut étre
confirmé par la présence d'infiltrats pulmonaires visibles sur une radio thoracique
(Figures 13), une hyperleucocytose' et une hyperhémolyse® (Vichinsky et al., 1997).
Cette derniere apparait comme un facteur associé au risque de mort subite di au
STA. En effet, une étude récente réalisée chez des enfants, montre I'existence d'un
fort polymorphisme du promoteur du gene de I'heme oxygénase-1 (HO-1), I'enzyme
de dégradation de I'heme libérée suite a I'hémolyse (Bean et al., 2012). Les individus
avec un faible nombre de répétitions du motif (GT), localisé dans le promoteur du
géne d'HO-1 ont une enzyme plus active et plus fortement inductible qui serait
associé a un plus faible nombre d'hospitalisations di au STA. Ce syndrome a
plusieurs causes possibles telles que les infections dues a divers agents pathogenes
(chlamydias, mycoplasmes, parvovirus, légionnelles...) et I'embolie graisseuse

secondaire a une nécrose de la moelle osseuse qui libere en masse des acides gras

' Augmentation du nombre de globules blancs dans le sang (chez I'Homme lorsque >10 000 GB/uL).
? Baisse significative de la concentration en hémoglobine basale
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libres obstruant les microvaisseaux pulmonaires (Platt, 2000a). Malgré tout, I'étiologie
du STA demeure encore a étudier puisque le facteur déclencheur de pres de 50% des
STA diagnostiqués reste inconnu (Vichinsky et al., 2000). Cependant, la mise au point
récente d'un modele d'étude fidele du STA par injection d’'hémine chez des souris
Townes (Ghosh et al., 2013) devrait permettre des avancées dans |'étude de cette

condition particulierement délétere chez les patients drépanocytaires.

JO CVO sternale J2 début STA J5 aggravation
transfusion

Figure 13. Exemple de clichés radiographiques montrant l'évolution d'un
syndrome thoracique aigu (STA).
Tiré de (Bernaudin, 2006). http:/ /drepanosite.free.fr/drepanocytose.htm

La rate est le premier organe subissant des dommages dans la drépanocytose.
On observe généralement une splénomégalie chez les trés jeunes enfants due a une
congestion et des hémorragies multiples (Figure 14). Puis, les occlusions et infarctus
spléniques répétés conduisent a une fibrose et a une atrophie progressive
(=autosplénoctomie) de cet organe généralement compléte vers I'age de 5 ans
(Brousse et al, 2014). L'asplénie’® serait responsable de la forte susceptibilité aux
infections (cf. 1.B.4.) et augmenterait également le risque de développer une
hypertension pulmonaire thromboembolique chronique (Kato et al, 2007),

complication associée a un fort taux de mortalité (Gladwin et al, 2004). Les

* Absence de fonction splénique.
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mécanismes sous-jacents sont mal compris mais I'hypothése principale avancée est
qu'a cause de la perte de la fonction de filtrage de la rate, les érythrocytes anormaux
resteraient plus longtemps dans la circulation systémique déclenchant I'activation
plaquettaire et donc la formation de micro-thrombi dans les poumons (Hoeper et al.,

1999).

L'anémie chronique caractéristique de la drépanocytose entraine une
reduction de la capacité de transport de l'oxygene qui est compensée par une
augmentation du débit cardiaque (Tsironi and Aessopos, 2005). Cette derniere est
attribuable essentiellement a une augmentation du volume d'éjection systolique
secondaire a une dilatation ventriculaire gauche qui se trouve étre étroitement lié¢ a la
sévérité de I'anémie (Gladwin and Sachdev, 2012). L'expansion cavitaire induit une
hypertrophie ventriculaire pour compenser la surcharge volémique chronique dans
I'objectif de maintenir des pressions de remplissage normales. Pourtant, une
augmentation de la masse ventriculaire gauche serait notamment associée a une
dysfonction diastolique (due a une paroi ventriculaire plus épaisse et donc plus
rigide) qui, en combinaison avec une hypertension pulmonaire éléverait
considérablement le risque de mortalité chez les patients drépanocytaires (Gladwin
and Sachdev, 2012). En revanche, la fonction systolique des ventricules droit et
gauche n'est pas altérée chez la majorité des patients (Gladwin and Sachdev, 2012;
Sachdev et al., 2007; Tsironi and Aessopos, 2005). Malgré le fait que les CVOs
entrainent des infarctus dans de multiples organes, les infarctus du myocarde ne sont
pas fréquemment rapportés dans le drépanocytose (Mansi and Rosner, 2002). La
plupart des études dans lesquelles une angiographie coronarienne a été effectuée
chez des patients S/S révelent des arteres coronaires normales (Gladwin and Sachdev,
2012). Cette résistance apparente aux infarctus du myocarde serait due a de plus
faibles concentrations sériques en cholestérol et a un moindre risque de formation de
plaques d'athérome (dont la rupture est a I'origine de la majorité des infarctus) dans

les coronaires de patients drépanocytaires par rapport a des individus sains d'ages
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comparables (Mansi and Rosner, 2002). Pourtant, nombreuses sont les études
déplorant une sous-estimation du nombre d'infarctus du myocarde chez les S/S due
a ses symptomes semblables a ceux d'une CVO (douleur diffuse ou localisée au
niveau du thorax) et a une difficulté de diagnostic dans la mesure ou
I'électrocardiogramme de base anormal des drépanocytaires masque |'éventuel

infarctus (Figure 14) (Mansi and Rosner, 2002).

Dans la drépanocytose, les maladies rénales sont responsables de plus de 16%
de la mortalité totale faisant du rein, un organe largement endommagé par cette
maladie (Figure 14) (Hamideh and Alvarez, 2013). Les manifestations de la
vasculopathie rénale évoluent avec I'age. Ainsi I'hypertrophie rénale, I'hyperfiltration
glomérulaire et I'hyposthénurie® peuvent étre visibles dés la petite enfance (Nath and
Hebbel, 2015). L'anémie hémolytique chronique caractéristique de la drépanocytose a
pour conséquence d'augmenter le volume plasmatique qui participerait donc a
I'élévation du débit de filtration glomérulaire via I'augmentation du débit cardiaque.
Ce phénomeéne ne serait cependant pas suffisant pour expliquer I'hyperfiltration
glomérulaire puisque cette derniere persiste méme apres des transfusions sanguines
répétées (Statius van Eps et al., 1967). Le mécanisme principal entrant en jeu serait
alors une vasodilatation disproportionnée via la surexpression d’'HO-1 induite par
I'hnyper-hémolyse et la libération subséquente de monoxyde de carbone (Nath and
Hebbel, 2015), puissant vasodilatateur ainsi que par une forte libération de
prostaglandines vasodilatatrices (Sharpe and Thein, 2011). S'ajoute a cela, le risque
important de falciformation des GRs dans la zone médullaire rénale du fait d'une
faible pression partielle en O, favorisant la formation de micro-thrombi et perturbant
la fonction normale du systeme a contre-courant de concentration de l'urine
(Cazenave et al,, 2014). Une micro-albuminurie voire une protéinurie complete peut

étre visible des l'adolescence chez certains drépanocytaires. Elles se définissent

4 , . .
Défaut de concentration des urines
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respectivement par des concentrations en albumine ou en protéines dans l'urine
anormalement élevées et sont des indicateurs de la séveérité des dommages rénaux
(Alhwiesh, 2014). Ces derniéeres risquent alors d'évoluer en maladie rénale chronique
et insuffisance rénale terminale progressivement avec l'age. Le pronostic vital des
patients est alors tres mauvais puisque I'espérance de vie apres avoir atteint le stade
terminal est d’environ 2-4 ans et ce malgré un traitement par hémodialyse (Powars et
al, 1991; Saxena et al., 2004). Ces chiffres augmentent a environ 10 ans chez les

patients ayant subi une transplantation rénale (Sharpe and Thein, 2011).

Eye

Hemorrhage
Retinal detachment
Blindness

Brain
-

or hemorrhage
causing paralysis,
sensory deficits,
or death

Retinopathy
Lung
Ac]ufe chest I"syndrome
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Figure 14. Localisation des différentes manifestations cliniques possibles de
la drépanocytose.

Cerveau : thrombose et hémorragie causant paralysie, déficits sensoriels voire mort. CEil :
hémorragie, décollement rétinien, cécité, rétinopathie. Poumon : syndrome thoracique aigu,
hypertension pulmonaire, pneumonie. Ceceur : insuffisance cardiaque. Rein : Hématurie,
insuffisance rénale. Rate : atrophie splénique, autosplénectomie. Os et articulations :
syndrome pied-main, ostéonécrose. Foie-vésicule biliaire : hépatomégalie, calculs biliaires.
Pénis : priapisme. Peau : ulcéres de mains, jambes et pieds.

e. Complications hépatiques
La cirrhose hépatique est responsable de prés d'1/5°™ des décés chez les

patients S/S (Berry et al., 2007; Ebert et al., 2010). Elle constitue le stade terminal

d'une hépatopathie drépanocytaire complexe (Figure 14) avec des manifestations
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cliniques aiglies et chroniques variées incluant calculs biliaires, séquestrations
hépatiques, hépatites virales et cholestases intra-hépatiques (Gardner et al., 2014).
Méme en absence de maladie hépatique avérée, les patients S/S ont généralement
des taux plasmatiques anormalement élevés de bilirubine, LDH, aspartate
transaminase (AST) et alanine transaminase (ALT) liés a I'hémolyse chronique et
reflétant une altération de la fonction hépatique (Banerjee et al., 2001). Le syndrome
aigu des crises hépatiques se traduit souvent par une douleur localisée dans le
quadrant supérieur droit de lI'abdomen, une jaunisse, des nausées et une fievre
modérée. Les taux plasmatiques d'AST, ALT et de bilirubine augmentent
drastiquement et le foie est hypertrophié et plus souple a la palpation (Ebert et al.,
2010). Le caractére chronique de I'hépatopathie drépanocytaire se développerait
progressivement avec I'age et serait la conséquence de micro-occlusions hépatiques
répétées cliniquement silencieuses qui entraineraient une fibrose du foie puis une
cirrhose généralement fatale (Ebert et al, 2010). Les transfusions multiples
aggraveraient I'népatopathie a cause de la formation accrue de dépdts de fer dans les
macrophages hépatiques et de la forte augmentation du risque de contracter une

hépatite (Banerjee et al., 2001).

La vasculopathie cérébrale est une complication tres sérieuse chez les patients
drépanocytaires (Figure 14). Un enfant S/S a 300 fois plus de risques de faire un
accident vasculaire cérébral (AVC) qu'un enfant sain (Verduzco and Nathan, 2009). Les
10 premieres années de la vie d'un drépanocytaire constituerait la période ou le
risque de faire un AVC ischémique est le plus élevé. Les jeunes adultes sont, plus
enclin a développer un AVC hémorragique, puis passés les 30 ans, le risque d’AVC
ischémique augmente a nouveau (Connes et al., 2013a). L'AVC ischémique est causé
par un arrét du flux sanguin suite a une thrombose/sténose ou a une embolie et
générant des symptOmes tels que des déficits neuro-moteurs localisés (e.g.
Hémiplégie), maux de téte, difficultés de langage, changement d’humeur/

comportement (Gemmete et al., 2013). L'AVC hémorragique, en revanche, serait di a
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la rupture d'un anévrisme a l'origine d’'une hémorragie méningée (Strouse et al,
2006). Les symptomes sont semblables a ceux de I'AVC ischémique, c'est-a-dire,
maux de téte séveres, déficits neuro-moteurs localisés, rigidité de la nuque, voire
coma (Strouse et al, 2006). Malgré tout, le développement d'une vasculopathie
cérébrale peut étre détecté de maniere précoce grace au doppler transcranien qui
permet de mesurer la vitesse du flux sanguin dans les arteres intracraniennes et de

détecter une éventuelle anomalie chez les patients a risques (Brousse et al., 2015).

De nombreuses autres complications influant sur la qualité de vie sont visibles
chez les patients drépanocytaires. Parmi ces manifestations, le priapisme est un
trouble de I'érection particulierement douloureux chez les patients masculins (Figure
14). Il se traduit par une érection prolongée et incontrolée généralement due a une
ischémie du tissu érectile pouvant conduire a une fibrose du corps caverneux et donc
a une dysfonction érectile permanente (Anele et al., 2015). Les ulceres de jambes sont
également fréquents (Figure 14), potentiellement tres douloureux et handicapants
pour les patients S/S. Ils se développent généralement dans les zones ou le flux
sanguin est relativement faible et par conséquent ou le risque de vaso-occlusion est
élevé. La CVO entraine un shunt artério-veineux localisé et cause I'ulcération. A cela
s'ajoutent une incompétence veineuse, une réponse anormale du systeme autonome
conduisant a une vasoconstriction excessive, a une anémie et a une diminution de la
biodisponibilité en NO qui contribuent a I'altération de la fonction endothéliale et a la
formation d'ulceres de jambes (Minniti et al., 2010). Dans la drépanocytose, le
systeme osseux subit aussi des dommages (Figure 14). Le plus répandu est
I'ostéomyélite secondaire a une infection a salmonella, staphylococcus aureus ou
entérobactérie a gram négative par voie sanguine (Burnett et al, 1998).
L'ostéomyélite est plus répandue chez les enfants drépanocytaires que chez les
adultes de par leur vulnérabilité exacerbée aux infections et se présente par une
mobilité réduite causée par un gonflement et une souplesse des membres affectés

(Skaggs et al., 2001). Au niveau rétinien, les CVOs peuvent conduire, au final, a la
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cécité méme si dans la plupart des cas, elles causent uniquement une réduction de

I'acuité visuelle (Figure 14) (Bonanomi and Lavezzo, 2013).

Hemolysis, endothelial dysfunction

Precapillary arteriole

Smooth-muscle
cells

Postcapillary venule
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Figure 15. Hypothése dichotomique des mécanismes a lorigine des
manifestations cliniques de la drépanocytose.

L’hypothése est que les complications de la drépanocytose peuvent étre subdivisées en deux
sous-phénotypes qui se chevauchent. Les ulcéres de jambes, le priapisme, I’hypertension
pulmonaire et les AVCs sont associés avec un faible taux d’hémoglobine a I’état stable et
une hémolyse intravasculaire exacerbée correspondant a la partie gauche du schéma. Ces
complications seraient le résultat d’une dysfonction endothéliale médiée par une
inactivation du NO par I’'Hb libre et par les ROS vasculaires. Les complications tels que les
crises vaso-occlusives, le syndrome thoracique aigu, l’ostéonécrose, la rétinopathie sont
associées avec des forts taux de leucocytes et d’hémoglobine a 1’état stable. Elles
résulteraient d’obstructions capillaires et veineuses par des érythrocytes contenant de I'HbS
polymérisée et par des leucocytes adhésifs comme le montre la partie droite de la figure. ET-
1 : Endotheline-1 ; NOS : NO synthase ; O2": anion superoxyde ; XO : xanthine oxydase ;

VCAM-1 : vascular-cell adhesion molecule-1. Tiré de (Gladwin and Vichinsky, 2008).

h. Dichotomie des sous-phénotypes cliniques de la drépanocytose
La trés grande diversité des complications cliniques de la drépanocytose et

I'étiologie toute aussi variée de chacune de ces atteintes ont fait émerger I'hypothése
d'un modele bimodal a l'origine des manifestations cliniques observées dans cette
maladie (Figure 15). D'apres Kato et al, les sous-phénotypes drépanocytaires peuvent
étre associés soit a I'anémie hémolytique et a la dysfonction endothéliale sous-
jacente soit a un profil visco/vaso-occlusif (Kato et al., 2007). Ainsi, selon ce modele,

les patients présentant une concentration relativement élevée en hémoglobine, une
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hyperleucocytose et une faible teneur en HbF développeraient des complications
visco/vaso-occlusives tels que les CVOs, STA et ostéonécroses (Morris, 2011). En
revanche, les patients ayant une LDH sérique, un taux de réticulocytes et des taux
plasmatiques en hémoglobine et arginase élevés serait liés au sous-phénotype
hémolytique/dysfonction endothéliale associée a une moindre biodisponibilité en NO
avec pour manifestations principales I'hypertension pulmonaire, le priapisme, les
ulceres de jambes et potentiellement les AVCs ischémiques (Morris, 2011). Bien
évidemment, les deux phénotypes se recoupent et sont étroitement liés mais cette
dichotomisation phénotypique pourrait permettre d'orienter et d'optimiser les
diagnostics et les traitements possibles chez les patients drépanocytaires (Kato et al.,

2007).

C. TRAITEMENTS ACTUELS DE LA DREPANOCYTOSE

Depuis les vingt dernieres années un certain nombre de thérapies ont vu le
jour et ont grandement contribué a I'amélioration des conditions de vie des patients
S/S. Cependant, jusque-la, il n‘existe encore aucun traitement curatif applicable a

I'ensemble de la population drépanocytaire.

L'hydroxyurée est un agent cytotoxique utilisé en chimiothérapie qui a
également pour effet d'augmenter la production d'HbF. Elle a été testée pour la
premiere fois en 1984 chez deux patients drépanocytaires (Platt et al., 1984) mais n'a
été approuvé par la FDA (US Food and Drug Administration) pour le traitement de
cette maladie qu'en 1998 apres la publication de résultats concluants d'un essai
clinique mené par Charache et al. (Charache et al., 1995). Dans cette étude, I'équipe a
conduit un essai clinique randomisé en double aveugle sur 299 patients (152 traités a
I'hydroxyurée et 147 recoivent un placebo). Apres 21 mois de traitement, le nombre
de crises douloureuses a été réduit de moitié chez les patients sous hydroxyurée. Une
diminution significative du nombre de patients développant un syndrome thoracique

aigu et ceux ayant été transfusés a également été observée. Cette molécule n'est
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cependant pas curative et ne présente pas d'effets systématiques sur I'hémolyse,
linflammation et les dysfonctions endothéliales (Tableau 1). Malgré tout
I'hydroxyurée semble augmenter la longévité des patients I'utilisant quotidiennement
(Steinberg et al.,, 2003). De plus, un essai clinique en phase Ill a récemment montré
l'intérét de I'utilisation de I'hydroxyurée comme traitement préventif alternatif a la
transfusion sanguine (qui entraine une surcharge en fer nocive; cf. paragraphe
suivant) chez des enfants drépanocytaires ayant un fort risque de développer un AVC

ischémique (Ware et al., 2016).

Currently available antisickling therapies

Chronic transfusion Hydroxyurea Hematopoietic stem cell transplantation
Indications Ischemic CVA Recurrent ACS Ischemic CVA
Recurrent ACS Frequent pain Recurrent ACS
Splenic sequestration Frequent pain
Severe anemia due to renal failure Avascular necrosis
Contraindications Multiple RBC allo-antibodies Pregnancy No matched donor
Poor venous access
Advantages Reduce severity of sickle cell complications Reduce severity of sickle ~ Curative
cell complications
Prevent stroke in children Improve longevity Prevent further cerebro-vascular disease
Increase hemoglobin
Gain weight
Disadvantages Requires good venous access Requires monitoring Risk of transplant-related death: infection,
RBC alloimmunization myelosuppression organ failure, graft versus host disease
Iron overload except when using erythrocytapheresis  Not curative Risk of chronic graft versus host disease

Transfusion-transmitted infection
Not curative

Beneficial effect on hemolysis Mild-moderate, depends on sickle Mild. Hemolysis persists Curative
RBC fraction.
Hemolysis persists

Beneficial effect on oxidative stress Mild. Inflammation persists Mild? Inflammation persists Curative

Risks and benefits of each, including their effects on hemolysis and oxidant stress, are presented. Abbreviations: ACS, acute chest syndrome; CVA, cerebral vascular
accident; RBC, red blood cell.

Tableau 1. Thérapies actuelles disponibles pour les patients drépanocytaires.
Extrait de (Wood et al., 2008).

Le second traitement existant pour prévenir les complications de la
drépanocytose est la transfusion sanguine chronique (ou Hypertransfusion ; Tableau
1). Le but est de diminuer la concentration sanguine en HbS en dessous de 30-50%.
Ceci a pour effet de corriger I'anémie, de limiter |'érythropoiese endogene qui
entraine la production d'HbS et donc de réduire la sévérité des complications liées a
la maladie en général (Adewoyin and Obieche, 2014). Cependant, le plus gros
désavantage de ce traitement est la surcharge en fer que subissent les patients

recevant ces transfusions chroniques. Une allo-immunisation érythrocytaire, une
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hémolyse persistante et un risque d'infection lié a la transfusion sont également a
craindre sur le long terme (Tableau 1). A cela s'ajoute le probleme des stocks limités
de sang transfusable surtout dans les pays d'Afrique ou les patients sont les plus

nombreux.

La transplantation de cellules souches hématopoiétiques est le seul traitement
curatif existant a ce jour (Tableau 1). Le traitement consiste en une premiere étape de
destruction des cellules hématopoiétiques (=myéloablation) du receveur malade
suivie d'une étape dimmunosuppression en vue de linjection des cellules
hématopoiétiques saines du donneur compatible (Dalle, 2013). Les érythrocytes
néoformés par le patient transplanté ne produisent alors que de I'hémoglobine
« saine » HbA. Le risque de rejet est tres faible chez les enfants mais augmente
considérablement chez les adultes. De plus, ce traitement n'est accessible qu’a une
petite catégorie de patients a cause de la difficulté de trouver des donneurs

compatibles et du colt élevé de la procédure (Wood et al., 2008).

D. LES MODELES MURINS D'ETUDES EXPERIMENTAUX

L'élaboration de traitements efficaces passe par le développement de modéles
animaux permettant la mise au point d'études fondamentales et pharmacologiques
visant a tester une thérapie dans un contexte physiopathologique et clinique le plus

proche possible de 'Homme.

C'est en 1990 que les équipes du Dr M. Trudel a Montréal et du Dr Y. Beuzard
a Paris mettent au point la souris SAD, un modele de souris drépanocytaire modifié
génétiquement. Un transgéne codant pour I'a;-globine humaine et la B-globine de

synthése, pSAP (pSAntilesD-Puniaby 5 &té introduit dans une lignée de cellules germinales
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de souris C57BI/6 (Trudel et al., 1991). Ce transgéne a été fusionné avec la LCR®
(Locus Control Region) de la B-globine humaine pour augmenter son expression et
comporte trois mutations : la mutation pS°Val humaine, la mutation Antilles f*lle et
la mutation D-Punjab B'?'GIn (Figure 16). Il amplifie la sévérité des manifestations

Antilles £y effet, en

cliniques de la drépanocytose, notamment grace a la mutation B
1986, Monplaisir et al (Monplaisir et al, 1986) ont montré que des sujets
hétérozygotes A/S, généralement considérés comme  asymptomatiques,
développaient un syndrome drépanocytaire (crises vaso-occlusives douloureuses,
anémie hémolytique modérée, hypertrophie splénique) lorsqu'’ils étaient porteurs de
la mutation S-Antilles, mutation qui diminuerait la solubilité de I'hemoglobine et son

D-Puniab harticipe également a limiter la solubilité

affinité pour I'oxygene. La mutation [
de I'hémoglobine en favorisant la formation de sites de contact entre les chaines de

globine, ce qui stabilise le polymere d’hémoglobine formé (Milner et al., 1970).

Mutations g D
A
LCR B |
SAD
oo T, 1
= = N - :.__D_i:
LCR
et e s e R = i
1 Kb

—

Figure 16. Construction des genes a- et f-globine utilisés pour générer la
souris SAD.

Pour promouvoir une forte expression du transgeéne, les génes humains de (-globine SAD et
d’a-globine ont été introduits dans une région LCR (Locus Control Region). Les
constructions ont ensuite été introduites dans des oceufs fertilisés de souris. Extrait de
(Trudel et al., 1991).

Les érythrocytes des souris SAD ne contiennent que 19% d'hémoglobine

human_BSAD

o rendant le phénotype drépanocytaire peu sévere en normoxie. C'est en

conditions d'hypoxie que I'hémoglobine SAD polymérise et entraine la formation de

> Région de contréle du locus ; séquence d’ADN qui stimule la transcription d’ADN
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drépanocytes. Certaines manifestations cliniques de la drépanocytose sont alors

visibles chez les souris SAD.

» Reproduction et espérance de vie : En animalerie, les souris SAD sont générées
par le croisement d'un male hétérozygote SAD (les souris homozygotes n'étant pas
viables) et d'une femelle C57BI6/J. Le transgéne SAD entraine une mortalité foetale/
néonatale relativement élevée puisque 32% des nouveau-nés sont identifiés comme
étant SAD contre 50% attendus (Trudel et al., 1991). Leur espérance de vie est réduite
par rapport a des souris contréles de fond génétique identique (15+7 mois pour les
SAD contre 23 mois pour les C57BI6/J) et 28 mois pour les CBA/J) (Trudel et al., 1994).

» Heématologie : les souris SAD affichent un faible nombre de drépanocytes
irréversibles et une légere augmentation de la densité érythrocytaire. Elles sont
anémiques a la naissance probablement du fait de I'absence d’hémoglobine foetale
chez les souris, contrairement aux humains (Tableau 2). En effet, les souris expriment
les 1 et B2-globines aussi bien pendant I'érythropoiese hépatique foetale qu'a I'age
adulte dans la moelle osseuse (McConnell et al., 2011). Chez les souris SAD adultes,
I'anémie est ensuite corrigée (Trudel et al., 1994).

» Dommages spléniques: La forte séquestration de globules rouges est
responsable d'une hypertrophie splénique et de la formation de dépots
hémosidérines (pigment insoluble contenant de I'hydroxyde de fer Fe(OH)3; forme de
stockage du fer ; Tableau 2) (Trudel et al., 1994).

» Dommages pulmonaires : Une congestion modérée des capillaires associée a
des dépdts hémosidérines alvéolaires sont visibles dans les poumons de souris SAD
spontanément mortes ou soumises a un stress d’hypoxie-réoxygénation (Tableau 2).
De légers infarctus, hémorragies et thromboses sont également observables apres
autopsies (Trudel et al., 1994).

» Dommages rénaux : Les glomérules rénaux sont sclérosés, congestionnés et
riches en dépdts hémosidérines chez environ une souris SAD sur deux (Tableau 2)

(Trudel et al., 1994).
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. Patients . Souris SAD H/R Souris Townes

drépanocytaires
Anémie v x2 V3
Hyperréticulocytose v x?2 %
1 nombre globules rouges V! x? v3
1 concentration hémoglobine V! x? v?3
| hématocrite ‘/1 = v3
Polychromatophilie ‘/1 x v?
Anisocytose ‘/1 o v3
Poikilocytose v « v?
Rate
Hypertrophie puis atrophie4 Ve V3
Congestion Ve v v37
Dépbts hémosidérine V> ve v37
Infarctus v° x° v
Poumon
Infarctus Ve Ve ?
Thromboses ve ve ?
Hémorragies ve v 10
(Edemes ve x o/ 1o
Syndrome Thoracique Aigu v? * y101
Rein
Congestion v Ve v
Glomérulosclérose v’ v v?3
Dépdts hémosidérine v ven v
Foie
Hyperplasie cellules Kupffer v ve 72
Congestion v ve 37
Dépdts hémosidérine v ve 2
Erythrophagocytose v v v
Infarctus v x V3

Tableau 2. Récapitulatif des similitudes et différences entre les
caractéristiques des modéles murins et de 'Homme.

1(Sydenstricker, 1924) ; 2(Trudel et al., 1991) ; 3(Wu et al., 2006b); ; 4 (Brousse et al.,
2014); 5(Magid et al., 1984) ; 5(Trudel et al., 1994) ; 7/(Manci et al., 2014) ; §(Haupt et
al., 1982) ; 9(Vichinsky et al., 1997) ; 19(Ghosh et al., 2013) ; 11(Ghosh et al., 2012) ;
12(Nath and Hebbel, 2015) ; 13(De Paepe and Trudel, 1994) ; 14(Banerjee et al., 2001).

» Dommages hépatiques : Une congestion du foie des souris SAD (occurrence =
1/3 (Trudel et al., 1994)) entraine des dépdts hémosidérines ainsi qu'une forte
érythrophagocytose associée a une hyperplasie des macrophages hépatiques

(=cellules de Kupffer ; Tableau 2).
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Aujourd’hui, le modele SAD est quelque peu délaissé par les équipes de
recherche, de par la relative faible sévérité de la maladie chez ces souris et la forte
variabilité phénotypique intra-souche. La souris Townes, un modele exprimant
exclusivement I'hémoglobine humaine avec un phénotype trés proche de celui
observé chez les patients homozygotes est dorénavant utilisé par de nombreuses
équipes (Belcher et al., 2013a; Chantrathammachart et al., 2012; Ghosh et al,, 2013;
Potoka and Gladwin, 2015; Sparkenbaugh and Pawlinski, 2013).

La souris Townes est un modele de souris transgéniques issues d'un
croisement sur plusieurs générations des souches C57BI6) et 129S1/Svim). Elle
exprime exclusivement I'hémoglobine humaine. Son gene d'’hémoglobine présente

trois mutations type « knock-in » (Figure 17):

- La mutation Hba!™!(HBATow

ou ha, correspondant a I'invalidation du gene codant
pour | a-globine endogéene, remplacé par le géne o humain.

- La mutation Hbb™2HBGTHBETOW ;1400 y-B° (indiquant la taille du fragment
inséré), construite par l'insertion des génes y-globine et p°>-globine remplacant
les genes B-globine murins.

- La mutation Hbb™3HBELHBEIToW 5, _383 \_BA concue par I'invalidation des génes

B-globine murins et l'insertion des génes y-globine et p*-globine humains.

Trois génotypes différents, viables et fertiles, peuvent alors étre générés. Toutes les
souris sont homozygotes sur le locus ha, mais peuvent étre soit homozygotes p*/p*
(phénotype sain) ou B°/B° (phénotype drépanocytaire humain) soit hétérozygotes
BY/p”.

Comme précisé précédemment, I'hémoglobine exprimée par les souris pendant la
phase de croissance est la méme que celle exprimée a I'age adulte. La souris Townes

a la particularité de synthétiser de I'hémoglobine fcetale, dominante en fin de

gestation et durant la phase néonatale. Tout comme chez I'Homme, la synthese

61



I - La Drépanocytose : Rappels bibliographiques généraux

d'HbF diminue ensuite progressivement pour étre produite en tres faible quantité a

I'age adulte. Ainsi, a partir de la 3°™ semaine post-natale la souris Townes n’exprime
plus que 0,4% de y-globine (Figure 18) (McConnell et al., 2011). Elle commence alors

a développer les caractéristiques physiopathologiques de la drépanocytose.

A LCR & 6 A 5 B
—ooo-oo—1—11# —i

B LCR &Y  Bht B1 B2
—o—0—00ok O a i
C LCR  gY  Bht Ay B

e o eoel & -8

Figure 17. Construction des genes a-, f3- et y-globines de la souris Townes.

A : Le locus humain de B-globine porte 5 génes fonctionnels localisés en aval d’'une région
amplificatrice LCR. B : Le locus de [3-globine murin a 4 génes hautement exprimés situés en
aval d’'une région amplificatrice LCR. C : Le locus humanisé de 3-globine comporte les génes
Ay- et PB-globine a la place des geénes murins adultes f1- et PB2-globines. Extrait de
(McConnell et al., 2011).

» Reproduction et espérance de vie : Le fournisseur « The Jackson Laboratory »
recommande de croiser des femelles A/S avec des males A/S, A/A ou bien S/S; les
femelles S/S n’étant pas préconisées pour la reproduction car trop fragiles. Malgré un
phénotype drépanocytaire sévere, les souris Townes peuvent survivre jusqu'a 15 mois
(Potoka and Gladwin, 2015).

> Hématologie : Les souris Townes sont séverement anémiques. Effectivement,
les concentrations en globules et en hémoglobine des souris S/S sont
significativement diminuées par rapport a leurs homologues A/A et A/S (Tableau 2).
Auxquelles s'ajoutent, une hyperréticulocytose® associée a une polychromatophilie’ et

une diminution de I'hnématocrite. Poikilocytose® et anisocytose’, caractéristiques des

® Augmentation du nombre de réticulocytes circulants

7 Caractérise la grande variété de coloration des cellules sanguines s’observant sur un méme frottis sanguin
& Définit la grande variabilité de formes des hématies sur un méme frottis sanguin

° Définit la grande variabilité de diamétres des hématies sur un méme frottis.
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patients drépanocytaires homozygotes, sont également observables chez les souris

Townes S/S (Wu et al., 2006b).

- —
N

-.-'}r

40 ol
’
20
0 \\'\-

E14.5 NB PT P14 P21

% human p-like chains

Figure 18. Evolution de la transition des chaines de globine au cours du
développement chez la souris Townes.

La transition de I’hémoglobine foetale a I'hémoglobine adulte est compléte vers la 3éme
semaine post-natale chez la souris transgénique Townes. E14.5: 14,5¢me jour embryonnaire;
NB: Newborn= jour de naissance; P7: 7¢me jour post-natal; P14: 14¢me jour post-natal; P21:
21¢éme jour post-natal. Extrait de (McConnell et al., 2011).

» Dommages spléniques : La rate est largement hypertrophiée chez les Townes
S/S, son poids moyen étant 7 fois supérieur a celui des A/A et A/S (Tableau 2). Dans
cet organe, les signes d'anémie et de vaso-occlusion se manifestent par des dépots
hémosidérines, une congestion et des infarctus localisés (Wu et al., 2006b). La pulpe
rouge nettement plus étendue chez les Townes S/S révele une forte séquestration
des GRs et une érythropoiese élevée.

» Dommages pulmonaires : Comme chez les souris SAD, les poumons des souris
Townes sont surtout altérés apres un stress particulier (Tableau 2). Récemment Ghosh
et al. (Ghosh et al., 2013), ont mis au point le modéele ALl (=Acute Lung Injury)
présentant les caractéristiques du syndrome thoracique aigu (« Acute Chest
Syndrome ») via une injection intraveineuse unique d’hémine chez des souris Townes
S/S. Ces souris développent rapidement des difficultés respiratoires importantes et
meurent dans les 2 heures suivant l'injection. Les autopsies révelent des poumons

congestionnés ainsi que des cedemes et hémorragies localisées (Ghosh et al., 2013).
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» Dommages rénaux: Des micro-occlusions vasculaires surviennent dans les
reins des Townes S/S entrainant congestion et glomérulosclérose (Tableau 2).
L'hémolyse importante conduit a la formation de dépots hémosidérines. Ces
altérations rénales perturbent l'osmolalité de l'urine, qui est alors anormalement
diluée chez les Townes S/S (Wu et al., 2006b).

» Dommages hépatiques : Le foie des souris S/S affiche une hyperplasie des
macrophages de Kupffer pour éliminer les nombreux déchets membranaires dus a
I'hnémolyse chronique (Tableau 2). Il en résulte l'agrégation de pigments
hémosidérines. Congestion et infarctus multiples sont les conséquences d'épisodes

vaso-occlusifs hépatiques récurrents chez ces souris (Wu et al., 2006b).

Comme le montre le tableau 2, ce modeéle de souris humanisées présente un large

panel de manifestations cliniques similaires a celles observées chez 'Homme.

La NY1DD (ou o'B°[BMPP]) est une souris de fond génétique C57BI/6 et est

major et

homozygote pour la délétion sur le locus du gene de globine murine B
exprime un transgéne de globines o et B° humaines. En absence de stress particulier,
ce modele n'est pas anémique mais présente une fraction accrue d'HbS ainsi que
certaines anomalies hématologiques caractéristiques de la drépanocytose telles
qgu'une densité érythrocytaire élevée, une forte affinité de I'Hb pour I'oxygene et une
hyperréticulocytose (Fabry et al., 1992). Un stress d’hypoxie/réoxygénation engendre

une réponse inflammatoire avec adhésion des leucocytes a I'endothélium (Kaul and

Hebbel, 2000) et activation du NF-«xB (Osarogiagbon et al., 2000).

La BERK est une souris de fond génétique multiple développée par Paszty et al.
(Paszty et al, 1997) chez laquelle les genes de globines murines a et p ont été
invalidées et un transgéne portant les globines o, B°, y, ® et B humaines a été inséré.
Ces souris expriment quasiment exclusivement I'hémoglobine humaine et présente

alors un grand nombre de similarités physiopathologiques avec les patients humains
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avec notamment une falciformation érythrocytaire associée a une hémolyse
intravasculaire et a une anémie sévere (hématocrite = 10-30%), une inflammation
chronique ainsi qu'infarctus, congestion et surcharge en fer dans de multiples

organes (Manci et al., 2006).
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Il. MECANISMES MOLECULAIRES PATHOGENIQUES DE LA DREPANOCYTOSE: INFLAMMATION,
STRESS OXYDANT ET BIODISPONIBILITE DU NO

A. LA DREPANOCYTOSE : UNE MALADIE INFLAMMATOIRE CHRONIQUE

L'inflammation est une réponse adaptative déclenchée par un stimulus
douloureux d'alerte a une attaque tissulaire endogene ou exogene (pathogenes
divers) et dont la finalité est la guérison du site endommagé (Dziedzic, 2015). Suite a
un traumatisme, le flux sanguin, la perméabilité vasculaire, le nombre de leucocytes
et la sécrétion de cytokines augmentent localement (Medzhitov, 2008) afin de
permettre l'action « réparatrice » des éléments figurés sanguins, en suivant un

processus en plusieurs étapes (Figure 19) :

1. Attachement : Les prémices du recrutement leucocytaire sont réalisées
grace a l'interaction entre différentes sélectines ayant pour role de freiner la course
du leucocyte dans la circulation. A sa surface, le globule blanc exprime la L-sélectine
et PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) ; ces sélectines, en interagissant avec la
P-sélectine endothéliale, vont maintenir le GB proche de I'endothélium, et permettre
ainsi la phase suivante (Ley and Tedder, 1995).

2. Roulement : Une fois ralenti et au contact de I'endothélium, le leucocyte
roule le long de ce dernier. Cette phase est médiée par des molécules d'adhérence
telles que les sélectines mais aussi par des immunoglobulines, méme si l'interaction
est moins forte et se fait uniquement a de faibles vitesses de cisaillement (Ley and
Tedder, 1995). Diverses interactions se font alors : L-sélectine et PSGL-1 leucocytaires
se lient a P-sélectine et E-sélectine endothéliales ; les intégrines auf7 et auPq (VLA-4)
interagissent respectivement avec les immunoglobulines MadCAM-1 (Mucosal
addressin-cell adhesion molecule-1) et VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1)

(Granger and Senchenkova, 2010).
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3. Adhésion ferme : L'étape suivante du recrutement leucocytaire consiste
en un renforcement des liaisons de faible affinité conduisant a un arrét total du
déplacement du leucocyte (Granger and Senchenkova, 2010). Cette adhésion ferme
est possible grace a l'activation leucocytaire et est médiée par de multiples
interactions intégrine leucocytaire activée/immunoglobuline endothéliale. En effet,
apres activation, les intégrines exprimées a la surface des leucocytes telles que auf37,
VLA-4 ou Mac-1 pourront créer des liaisons de forte affinite avec les

immunoglobulines MadCAM-1, VCAM-1 et ICAM-1 respectivement.
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Rolling by chemokings Stable adhasion endothelium
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Figure 19. Etapes de l'internalisation d'une cellule inflammatoire dans un
tissu.

Le leucocyte ralentit sa course puis «roule» en interagissant avec des molécules
d’adhérence, les sélectines, exprimées sur I'endothélium. Il s’attache ensuite fermement a ce
dernier grace a des immunoglobulines et migre enfin a l'intérieur du tissu enflammeé. Tiré de
(Kumar et al., 2014).

4. Migration transendothéliale (=diapédese leucocytaire) : Suite a
I'adhésion ferme, le leucocyte est capable de migrer a l'intérieur du tissu enflammé
en empruntant l'espace existant entre les cellules endothéliales (Muller, 2011). De
nombreuses molécules sont impliquées dans ce processus qui se décompose en
plusieurs étapes controlées par des molécules spécifiques. Par exemple,
platelet/endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1), exprimée a la surface des
plaquettes, leucocytes et cellules endothéliales, constitue un acteur indispensable de

la diapédése puisque son blocage spécifique empéche la migration a travers
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I'endothélium de 70-90% des monocytes (Muller et al., 1993). PECAM-1 intervient en
début de diapédese, alors que les leucocytes ne se trouvent encore qu’'a la surface
apicale de la cellule endothéliale (Schenkel et al, 2002). La protéine
transmembranaire CD99 joue également un rdle critique dans la diapédese mais
intervient a un stade plus avancé que PECAM-1 lorsque le leucocyte est a l'intérieur

de la jonction endothéliale (Schenkel et al., 2002).

Des que l'agent infectieux est détruit ou bien que le tissu endommagé est
réparé, I'inflammation se résorbe progressivement grace a I'élimination par apoptose
des cellules « inflammatoires » activées permettant un retour a la normal du nombre
des leucocytes (Maskrey et al., 2011). Ce phénomeéne de résolution de I'inflammation
est un processus actif finement régulé via la sécrétion de médiateurs anti-
inflammatoires endogenes. Toutefois, une accumulation et une activation persistante
des leucocytes, sont caractéristiques d'une inflammation chronique et participent a la
dysfonction de ces mécanismes de régulation négative (Hanada and Yoshimura,

2002).

Les cytokines sont de petites protéines synthétisées par la quasi-totalité de
cellules nucléées et jouent un role essentiel dans la communication intercellulaire. On
distingue différentes classes de cytokines dont les interleukines (IL), initialement
décrites pour étre sécrétées et utilisées par les leucocytes pour communiquer entre
eux ; les interférons (IFN), qui ont la capacité d'activer les cellules « Natural Killer »
(NK) et les macrophages ; et les facteurs de nécrose tumorale (TNF) impliqués dans
les processus de mort cellulaire (Borsini et al., 2015). Parmi ces nombreux médiateurs,
IL-1, IL-6 et TNF-a apparaissent comme étant des molécules puissantes,
pléiotropiques et primordiales des stades aigu et chronique de I'inflammation

(Feghali and Wright, 1997).
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» IL-7: IL-1a et IL-1B sont sécrétées par les macrophages/monocytes,
lymphocytes T et B, fibroblastes et kératinocytes. La fixation de ces derniéres sur leur
récepteur IL-1R induit I'expression d'un large spectre de cytokines, chimiokines et de
molécules d'adhérence, et ce, notamment sur les cellules endothéliales, conduisant au
recrutement leucocytaire décrit précédemment (Kleemann et al., 2008). En paralléle,
IL-1 entraine la production d’'histamine par les mastocytes qui permet une
vasodilatation et une augmentation de la perméabilité vasculaire (Feghali and Wright,
1997). IL-1 déclenche également la fievre en stimulant la sécrétion de la
prostaglandine E, (PGE,), actrice de la sensation douloureuse (Dinarello, 2000). Cette
production de prostaglandines est possible notamment grace a la libération de
cyclooxygénase-2 (enzyme de conversion de l'acide arachidonique en
prostaglandine) médiée par le facteur de transcription NF-kB. L'activation de ce
dernier permet aussi la sécrétion diINOS («inducible nitric oxide synthase ») a
I'origine de la fonction cytotoxique du macrophage via une surproduction de NO
(Hanada and Yoshimura, 2002).

» TNF: TNF-a et —B sont produits par les macrophages/monocytes activés,
fibroblastes, mastocytes, cellules NK et lymphocytes T et sont les ligands de TNF-R1,
exprimé a la surface de la plupart des cellules de I'organisme et de TNF-R2, qui lui est
essentiellement retrouvé a la surface des cellules hématopoiétiques (Balkwill, 2009;
Feghali and Wright, 1997). L'action des TNF est tres similaire a celle d'IL-1:
déclenchement de fievre via PGE,, activation de la translocation nucléaire de NF-kB,
secréetion d'une multitude de chimiokines... La particularite des TNF par rapport a IL-1
est qu'ils sont capables d'induire la mort cellulaire programmée. De ce fait, IL-1 et
TNF agissent souvent de facon synergique lors des processus inflammatoires
(Dinarello, 2000).

» IL-6 : Historiquement, IL-6 a été identifié comme facteur de différenciation des
lymphocytes B avec pour fonction majeure, I'induction d'anticorps. Sa production est
stimulée par les phagocytes mononucléaires, les lymphocytes et les fibroblastes

(Akira et al., 1990). En plus de son action essentielle dans I'immunité humorale, IL-6
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joue un réle dans I'hématopoiese en stimulant la production de progéniteurs, dans la
coagulation en activant la formation de plaquettes et dans la synthese des protéines
hépatiques de phase aiglie (e.g. Protéine C-réactive CRP, haptoglobine, hémopexine)
(Akira et al., 1990). Les fonctions d'IL-6 se recoupent et completent, la encore, celles
d’IL-1 et de TNF, et chacune des cytokines régule I'expression des autres. Ainsi, IL-1 et
TNF sont des inducteurs potentiels d'IL-6 et IL-6 régule négativement |'expression de

TNF (Feghali and Wright, 1997).

Si le stimulus pro-inflammatoire persiste, une inflammation chronique se
développe médiée par une production chronique d'IL-1, IL-6 et de TNF par les
macrophages (Feghali and Wright, 1997). Cette inflammation chronique est associée
a de nombreuses maladies (maladies métaboliques, maladies cardiovasculaires,
cancers, maladies auto-immunes,...) (Hotamisligil, 2006; Osiecki, 2004; Shacter and

Weitzman, 2002; Weiner HL, 2004) dont la drépanocytose (Platt, 2000b).

Une des caractéristiques cliniques de la drépanocytose est I'hyperleucocytose qui se
manifeste par une élévation anormale et chronique du nombre de monocytes et
neutrophiles ainsi que des taux de cytokines et de protéines de phase aiglie (Hoppe,
2014). Chez les patients, ces marqueurs de I'inflammation sont surexprimés de fagon
chronique a I'état « stable » et seraient pour la plupart d'autant plus élevés en crise
(Sparkenbaugh and Pawlinski, 2013; Tableau 3). Malgré de grandes disparités dans les
méthodes d'analyse utilisées et dans la population étudiée, de nombreuses études
reportent, chez I'adulte a I'état « stable » des concentrations plasmatiques élevées en
TNF-a (Bandeira et al., 2014; Bao et al., 2008; Barbeau et al., 2001; Francis and
Haywood, 1992; Lanaro et al., 2009; Qari et al., 2012), IL-1p (Bao et al., 2008; Cruz et
al., 2015; Pathare et al., 2004; Qari et al., 2012), IL-6 (Bandeira et al., 2014; Nebor et al.,
2011; Pathare et al., 2004; Qari et al., 2012), CRP (Protéine C-réactive ; Hedo et al,,
1993; Kato et al., 2005; Nur et al, 2011), sVCCAM-1 (Bao et al., 2008; Conran et al,,
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2004; Duits et al., 1996; Kato et al., 2005; Nebor et al,, 2011; Nur et al., 2011b; Saleh et
al, 1999) et sP-sélectine (Faes et al., 2014; Kato et al., 2005; Mohan et al., 2006).
D'autres études nuancent ces résultats en montrant des concentrations de ces
molécules dans le plasma des adultes malades a I'état « stable » semblables a celles
de sujets sains (Blann et al., 2008; Graido-Gonzalez et al., 1998; Saleh et al.,, 1999). Ces
marqueurs sont généralement d'autant plus exprimés chez les patients en crise
comparés aux sujets A/A (Ballas, 1995; Duits et al., 1996; Francis and Haywood, 1992;
Goncalves et al.,, 2001; Nur et al., 2011b; Pathare et al., 2004; Qari et al., 2012) et
comparés aux patients S/S a l'état «stable » (Ballas, 1995; Duits et al, 1996;
Goncalves et al., 2001; Nur et al, 2011b; Pathare et al., 2004). Chez les enfants, les
données sont nettement plus hétérogenes : la majorité des études documente des
concentrations en TNF-a (Akohoue et al., 2007; Asare et al., 2010; Hibbert et al., 2005;
Kuvibidila et al., 1997; Michaels et al., 1998; Walter et al., 2006), IL-1B (Akohoue et al,
2007; Asare et al., 2010; Hibbert et al., 2005; Walter et al., 2006), IL-6 (Akohoue et al.,
2007; Asare et al., 2010; Hatzipantelis et al., 2013; Veiga et al., 2013), IL-8 (Asare et al.,
2010; Duits et al., 1998; Walter et al., 2006) similaires aux enfants sains tandis que CRP
(Akohoue et al., 2007; Hibbert et al., 2005; Krishnan et al., 2010; Kuvibidila et al., 1997;
Mohammed et al,, 2010) , sVCAM-1 (Hatzipantelis et al., 2013; Krishnan et al., 2010;
Kuvibidila et al., 2006) et sP-sélectine (Hatzipantelis et al., 2013; Krishnan et al., 2010)
sont quasiment toujours plus élevées chez les enfants drépanocytaires et augmentent
davantage au cours d'une CVO (Bargoma et al., 2005; Etienne-Julan et al., 2004;
Hatzipantelis et al., 2013; Kanakoudi-Tsakalidou et al., 1997; Mohammed et al., 2010;
Sakhalkar et al., 2004). Ainsi, I'activation endothéliale et I'adhérence exacerbée des
cellules sanguines a I'endothélium persistantes a I'état « stable » rendent la balance
état « stable »/CVO particulierement fragile et le moindre facteur activant davantage
I'endothélium et/ou I'adhérence pourra précipiter I'apparition d'une CVO (Pathare et

al., 2003).
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Molécule/ Type de Enfants — Etat Stable Enfants - CVO Adultes — Etat Stable (vs. Adultes - CVO
Cellule molécules (vs. AA) Vs. AA Vs. SS Etat Stable AA) Vs. AA Vs. SS Etat Stable
Akohoue et al., 2007,
Benkerrou et al., 2002; Ataga et al., 2008;
Benkerrou et al.
Buchanan and Glader, : ; Faes etal., 2014; A Ballas, 1995;
Leucocytes : 1 1978 e | - Kato et al, 2005; Gongalves et2li 20" | Gongalves etal., 2001;
Etienne-Julan et al., Glader. 1978 Nebor etal., 2011, - Nuretal., 2011
2004; ¢ Saleh et al., 1999
Hibbert et al., 2005
Bandeira et al., 2014,
Bao et al., 2008; :
ORI Barbeau etal, 2001; | FrancisandHaywood,
T g " Francis and Haywood, Qarletal 2012
1992; Lanaro et al., 2009; anenes
Qari etal., 2012
INEa mnan’::no;toire Akohoue etal, 2007,
Asare etal 5010' ' Francis and Haywood,
_ Hibbert et al. 2005: Benkgggtzx_et al, B':_nkenou etal, 2002_, Cruz etal., 2015; Graido-Gonzalez et al., 1992, Graldo-Gopzalez
=| Kuvibidila etal. 1997 » . ichaels etal., 1998, Graido-Gonzalez et al., 1998: Pathare et al etal, 1998;
" ¥ & Michaels et al., 1998 Sarray etal., 2015 1998; Pathare et al., 2004 . 3 Pathare et al., 2004;
Michaels et al., 1998; 2004 Tavakkoli et al. 2004
Walter et al., 2006 4
Bao etal, 2008,
Cruz etal,, 2015; Pathare et al., 2004;
T Pathare etal., 2004; Qari etal,, 2012
IL1B Pro- Qari etal., 2012
z inflammatoire Akohoue et al., 2007,
- | Asareetal,2010; Graido-Gonzalez et al., Graido-Gonzalez et al, | Graido-Gonzalez etal,
e Pathare etal., 2004
Bandeira et al., 2014, 3
" . - o Duits et al., 1996;
T mgﬁzg;‘:ll” 5832 Sarrayetal, 2015 p’\;tenbaor:;e;ta;f 22001014 Pathare et al, 2004, Pathare et al,, 2004
> Qari et al 5012 Y Qarietal, 2012
Pro-/Anti- 3 =
L6 inflammatoire A"A‘;';?:eef;f'égsg.7' Barbeau etal,, 2001;
e : 5 ; Duits et al., 1996; Graido-Gonzalez etal,, | Graido-Gonzalez etal,,
= Hatzm;gt‘le;s.s etal, Hatzipantelis et al., 2013 Graido-Gonzalez et al.,
Veiga etal., 2013 1998; Saleh et al., 1999
z Duits et al, 1998, Lanaro et al., 2009; Goncalves et al, 2001,
1| ‘ronoueetal. 2007 | Duitsetal, 1998 | Efienne~ulan etal, Pathare etal., 2004: Pathare etal, 2004, | Gongalves etal, 2001
L8 ; Pro- > 2004 Qari etal, 2012 Qari etal, 2012
inflammatoire Asare etal., 2010; Graido-Gonzalez et al., i Graido-Gonzalez et al.,
=| Duitsetal, 1998; Michaels etal., 1998 1998; OO, 1998;
Walter et al., 2006 Saleh et al., 1999 Pathare et al., 2004
) Graido-Gonzalez et al.
Veiga etal., 2013; ; 3 !
T| walteretal, 2006 Qarfetal, 2012 1998
A Qari etal, 2012
IL-10 inflammatoire | = | Akohoue etal., 2007; GraldoAGf;gzsa.lez etal, Graido-Gonzalez et al.,
Asare etal., 2010 Lanaro et al. 2009 1998
l Hibbert et al., 2005 Sarrayetal,, 2015
Akohoue et al,, 2007: g
Hibbert et al., 2005; 2004 K Hedo etal., 1993; Ballas, 1995: Nur et al Ballas, 1995;
protéine | | Krshnan etal, 2010; Hatzipantelis et al Kato etal., 2005; " o011 " Nur etal., 2011;
CRP Phase Aigiie Kuvibidila et al., 1997; SR Nuretal., 2011 Pathare etal., 2004
Mohsmmedsiali2nd0 Mohammed etal., 2010
= Barbeau et al., 2001
Bao et al, 2008,
h . Kanakoudi- Conran et al., 2004;
Haznpanteln§ eral. Tsakalidou et al., Kanakoudi-Tsakalidou Duits et al., 1996; Duits et al. 1996
sVCAM-1 Pro-adhésive T Krishnan et a‘l 2010: 1997; etal, 1997; Kato et al,, 2005; Nur elaI»2011' Duits et al, 1996
Kuvibidila et al. 2006 Stuart and Setty, Sakhalkar etal., 2004 Nebor et al,, 2011, i
- 1999 Nuretal, 2011;
Saleh et al,, 1999
Hatzipantelis et al., 8 Faesetal, 2014,
1 : Hatzipantelis et al,, Kato et al. 2005
sP- Krishnan et al., 2010 Mohan et al., 2006
sélectine Pro-adhésive Blann et al., 2008;
= Cruz etal., 2015; Duits et al., 1996 Duits et al., 1996
Duits et al., 1996
Tableau 3. Variations de modulateurs de linflammation chez des populations

drépanocytaires pédiatriques et adultes au cours dune CVO comparés a des sujets
drépanocytaires a l’état stable ou a des sujets sains.
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B. DREPANOCYTOSE ET ALTERATION DE LA BALANCE OXYDANTE

En conditions physiologiques, I'excédent de production d'espéces réactives de
l'oxygene (=ROS: « Reactive Oxygen Species »), agents pro-oxydants est pris en
charge par les composés antioxydants afin de maintenir I'homéostasie. Par ailleurs,
lorsqu'ils sont présents en concentrations modérées, les ROS jouent un réle
physiologique dans les processus apoptotiques (Buttke and Sandstrom, 1994),
phagocytaires (Rahal et al, 2014) et dans la transmission du signal en général
(Durackova, 2010). En revanche, des lors que la production de ROS devient trop
abondante, la saturation des systémes antioxydants provoque un déséquilibre de la
balance oxydante que I'on définit sous le terme de « stress oxydant » (Sies, 1997). Ce
dernier peut survenir dans des conditions physiologiques particulieres telles que
I'exercice physique (Fisher-Wellman and Bloomer, 2009), I'hypoxie (Miyata et al.,
2011).Les conséquences de ce stress sont I'oxydation des macromolécules d'origine
lipidiques (Gutteridge and Halliwell, 1990), protéiques (Stadtman, 1992) et/ou I'’ADN
(Henle et al., 1996). La répétition des attaques oxydantes entraine des dommages
cellulaires et tissulaires, stimule les processus inflammatoires et est ainsi impliquée
dans la pathogenese de nombreuses maladies neurodégénératives (Uttara et al.,
2009), cardiovasculaires (Dhalla et al., 2000), métaboliques (Le Lay et al., 2014) et

cancers (Sosa et al.,, 2013).

Au niveau de la chaine mitochondriale de transport des électrons, les étapes
intermédiaires de réduction de l'oxygene moléculaire en eau vont fournir des
métabolites hautement réactifs tels que le peroxyde d’hydrogene (H,O;), I'oxygene
singulet ('0,), I'anion superoxyde (0,) et le radical hydroxyle (OH) potentiellement
nuisibles aux structures cellulaires (Chirico and Pialoux, 2012). L'anion superoxyde est
formé lorsque I'oxygene regoit un électron supplémentaire et constitue le radical libre

le plus commun. Il est produit en grande quantité par les leucocytes lors de la mise
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en place des processus inflammatoires (Scheibmeir et al., 2005) et par les complexes
enzymatiques de la chaine respiratoire mitochondriale (Valko et al., 2007). L'O,” peut
réagir avec le NO pour former du peroxynitrite (ONOQO’), un composé toxique du
métabolisme du NO. Certains systémes antioxydants sont capables de dismuter 'O,
en H,O, qui n'est alors pas considéré comme un radical libre mais est bien un
membre de la famille des ROS, potentiel « nuisible » cellulaire. En présence d'ion
ferreux Fe®*, I'H,0, pourra a son tour étre transformé en "OH, radical libre hautement
réactif et toxique, via la réaction de Fenton (Valko et al., 2007). Selon les conditions
environnementales (e.g. hypoxie) et le type de cellules/organites concernés, différents

systemes peuvent étre responsables de la production de ces ROS.

> Chaine respiratoire mitochondriale : au cours de la transmission d'énergie, une
faible quantité d'électrons vont fuir prématurément des complexes enzymatiques | et
lll de la chaine de transport mitochondriale. En conditions basales non pathologiques,
1 a4 4% de 'O, est transformé en O, via cette fuite d'électrons (Lenaz, 1998). On
observe une augmentation des oxydations phosphorylantes et/ou une fuite
d'électrons plus importante avec une surproduction d’ O, concomitante dans des
conditions particulieres telles que l|'exercice physique (Urso and Clarkson, 2003),
I'hypoglycémie (Singh et al., 2004), I'hypoxie/réoxygénation (Li and Jackson, 2002),
etc.

> Systeme  xanthine oxydoréductase: L'enzyme  cytosolique xanthine
oxydoréductase est inter-convertible en xanthine oxydase (XO) ou xanthine
déshydrogénase (XDH) (Elahi et al, 2009). Cette enzyme intervient dans le
métabolisme de I'acide urique a partir de I'hypoxanthine et de la xanthine (Figure 20).
Suivant les conditions d'oxygénation, I'une ou l'autre des formes métabolisera la
réaction. Ainsi en conditions ischémiques, I'ATP est catabolisé en ADP, AMP puis
hypoxanthine, qui est alors pris en charge par la XDH utilisant le NADP" comme
cofacteur pour former du NADPH et de la xanthine. Cette derniere est ensuite

transformée en acide urique par la XDH + NADP®. Dés lors que |'oxygénation

74



I - Mécanismes moléculaires pathogéniques de la drépanocytose: Inflammation, Stress Oxydant et Biodisponibilité
du NO

redevient suffisante (= reperfusion), c'est la XO qui métabolise I'hypoxanthine et la
xanthine en utilisant comme cofacteur 'O, pour former de I'acide urique et de I' O,
(Figure 20) (Chirico and Pialoux, 2012). La XO constitue alors un fournisseur non

négligeable de ROS lors de la phase de reperfusion.

ATP Ischémie ATP reperfusion
Hypoxantine Hypoxantine
NADPH,H* 0.
NADP* ‘0,
Xantine Xantine
NADPH,H* 0,
NADP* ‘0,

Acide Urique Acide Urique
Figure 20. Effet de l'ischémie-reperfusion sur le systéeme xanthine oxydo-
réductase.
Dans un environnement pauvre en oxygene, ’hypoxanthine est transformée en acide urique
grace a la xanthine déshydrogénase et le cofacteur NADPH. Au moment de la reperfusion,
c’est la xanthine oxydase qui, en consommant de 1’O,, forme de l’acide urique et de ’'anion
superoxyde Os" a partir d’hypoxanthine.

» Systeme NADPH oxydase : la famille des NADPH oxydases (NOX) regroupe un
ensemble de protéines qui transférent les électrons a travers les membranes pour
réduire 'O, en O, (Paravicini and Touyz, 2008). Il existe 7 isoformes de NOX qui
s'expriment différemment suivant les tissus, NOX2 étant la forme la plus répandue,
majoritairement présente dans les phagocytes (Bedard and Krause, 2007). En
conditions basales, NOX2 est liée de facon constitutive a p22°"™* et est stockée dans
des vésicules intracellulaires (Figure 21). Lors de la phagocytose, le mécanisme de
« Respiratory burst » se met en place (Knight, 2000). Brievement, la sous-unité

« organisatrice » p47P"

change de conformation apres avoir été phosphorylée et se
lie & p22°"* Le déplacement de p47P"* entraine la fixation de la sous-unité

activatrice p67°" et de p40P"™ au complexe enzymatique NOX. Une fois ce
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complexe activé, il y a fusion entre la vésicule et la membrane plasmique du
phagocyte (Bedard and Krause, 2007). Le NADPH est alors utilisé comme donneur
d'électrons pour réduire I'O, en O, qui sera ensuite rapidement dismuté en H,Os.
Mais I'H,O,, faiblement microbicide, sera a son tour transformé en anions
hypochlorite (CIO’), composé halogéné extrémement toxique pour les agents
microbiens, par I'enzyme myéloperoxydase (Babior, 1984). Ainsi dans des conditions
pro-inflammatoires, la quantité de phagocytes activés augmente et par conséquent,
la production de ROS médiée par la NAPDH oxydase est exacerbée (lles and Forman,

2002).

A B

Figure 21. Assemblage de la NADPH oxydase au niveau membranaire.
A : Etat basal, les différentes sous-unités sont stockées dans le cytosol. B : Assemblage des

différentes sous-unités du complexe NADPH oxydase aprés un stimulus inflammatoire. Tiré
de (Bedard and Krause, 2007).
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> Découplage de la NO Synthase endothéliale (eNOS) : La NO synthase (NOS) est
I'enzyme de transformation de la L-arginine. Il existe 3 isoformes de cette enzyme :
nNOS (neuronale) ou NOS1, étant la forme prédominante du tissu neuronal ; iINOS
(inductible) ou NOS2 qui est une forme «inductible » dans de nombreux types
cellulaires et eNOS (endothéliale) ou NOS3, majoritairement exprimée dans les
cellules endothéliales (Alderton et al.,, 2001). Les différences existantes entre ces
isoformes sont qu'eNOS et nNOS sont constitutives et Ca”*-dépendantes alors
qu'iNOS est inductible et Ca**-indépendante (Michel and Feron, 1997). Ces enzymes
sont formées par |'association de deux monomeres, chacun constitué d'un domaine
N-terminal a fonction « oxygénase » contenant des sites de liaison a I'heme, au
cofacteur BHy4 (tétrahydroptérine) et a la L-arginine lié - par un site de reconnaissance
de la calmoduline - a un second domaine C-terminal a fonction « réductase » qui fixe
les coenzymes NADPH, FMN et FAD (Figure 22) (Alderton et al., 2001). Au niveau
vasculaire, en conditions normales, c’est-a-dire lorsque le Ca®* et les cofacteurs sont
présents en quantités suffisantes, eNOS génére un niveau basal de NO et de citrulline
a partir de L-arginine et d'O,. En revanche, une réduction de la concentration en
cofacteur BH4 ou en L-arginine entraine le découplage entre le flux d'électrons allant
jusqu'a I'0; et l'oxydation de la L-arginine conduisant & la production d’ O, plut6t

que de NO (Alkaitis and Crabtree, 2012).

GTP GTP

_— ———

m Oxidative m BH21 Oxidative m
Stress StressT
NADPH NADP* NADPH ONOO*
0, NO 0, 0, L NO!
Coupled NOS Uncoupled NOS

Arginine Citrulline NADP*

Figure 22. Déterminants du découplage de la NO synthase.

A gauche : En conditions basales, la NO Synthase endothéliale (eNOS) produit du NO, du
NADP~* et de la citrulline a partir d’O2, de NADPH et d’arginine a 1’aide du cofacteur BHa4
(Tétrahydrobioptérine). A droite : Lorsque le stress oxydant augmente, la synthése de BH;
est privilégiée. eNOS est découplée et produit de 'anion superoxyde. Tiré de (Alkaitis and
Crabtree, 2012).
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A fortes concentrations, les ROS causent de séveres dommages a I'ensemble
de la cellule en affectant I'ADN, les lipides et les protéines.
Au niveau nucléique, le radical hydroxyle s'attaque aux bases purines et pyrimidines
composant la double hélice (Valko et al., 2007). La 8-hydroxyguanine (8-OH-G),
résultant de la réaction entre ‘OH et une guanine, est le premier découvert et le plus
étudié des produits oxydés de I'ADN et constitue un biomarqueur de choix pour
estimer l'ampleur des dommages oxydants sur I'’ADN (Halliwell, 2000). Des
modifications récurrentes du matériel génétique initient les mécanismes de
mutagenese, carcinogenese et de vieillissement (Valko et al., 2006).
Les acides gras polyinsaturés sont les plus susceptibles d'étre peroxydés. En présence
d' 'OH, I'atome d’'hydrogene se détache facilement des doubles liaisons dont sont
riches les acides gras polyinsaturés qui deviennent alors des radicaux peroxyles
(ROO) (Carocho and Ferreira, 2013). Une fois formés, ces ROO peuvent étre
réarrangés, apres une réaction de cyclisation, en endoperoxydes dont les produits
finaux particulierement toxiques sont le malondialdéhyde (MDA) et 4-hydroxy-2-
nonenal (4-HNE). Le MDA peut altérer la stabilité de I'HbA et présente des effets
mutagenes et carcinogenes et le 4-HNE est hautement cytotoxique et joue le role de
second messager des ROS dans la signalisation cellulaire (Ayala et al., 2014). De par
leur pertinence dans I'évaluation de I'état oxydant, ils sont tous deux fréquemment
utilisés comme biomarqueurs par la communauté de recherche biomédicale. Les F;-
isoprostanes ont été identifié comme étant une autre famille de marqueurs fideles de
peroxydation lipidique (Palmieri and Sblendorio, 2007). Ces analogues stables des
prostaglandines de type F, sont issus de l'oxydation non-enzymatique de I'acide
arachidonique et sont détectables dans I'ensemble des tissus humains y compris les
fluides biologiques tels que le plasma, l'urine, la bile et le liquide céphalo-rachidien
(Milne et al., 2007).
L'oxydation par les ROS des chaines d'acides aminés peut conduire a la formation de

protéines carbonylées. Ces sous-produits sont plus stables que les lipides peroxydés
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mais restent de bons indicateurs du statut oxydant général (Dalle-Donne et al., 2003).
L'acide hypochloreux produit par les phagocytes peut également réagir avec les
résidus tyrosine des protéines pour former au final des produits avancés d'oxydation
des protéines, AOPP (Advanced Oxidation Protein Products). Des taux d'AOPP
plasmatiques élevés sont associés a un grand nombre de désordres pathologiques
(Chiu-Braga et al., 2006; Descamps-Latscha et al., 2005; Kaneda et al., 2002; Witko-
Sarsat et al,, 1998). Enfin, a la suite d'une chaine de réaction complexe, les protéines
peuvent réagir avec des produits issus de la glyco-oxydation ou de la peroxydation
lipidique pour former des AGEs (Advanced Glycation End Products) (Valko et al.,
2007). Au niveau cellulaire ils se fixent sur un récepteur spécifique, RAGE dont les

mécanismes sont détaillés dans le chaptire IV.

Par définition, un antioxydant est toute substance qui retarde voire inhibe les
dommages oxydants d'une molécule cible (Halliwell, 2007). Suivant la nature du stress
oxydant et le compartiment cellulaire, différents systemes, enzymatiques ou non, se

mettent en place pour lutter efficacement contre |'excés de ROS.

Au sein de ce groupe d'antioxydants, on distingue les défenses enzymatiques
primaires des secondaires qui vont avoir respectivement un rdéle antioxydant direct en
neutralisant les ROS ou un role indirect de production de métabolites ayant des
propriétés antioxydantes (Carocho and Ferreira, 2013). Trois enzymes composent le
systeme de défenses primaire: la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et les

peroxydases (Glutathion Peroxydase, GPx et Peroxyrédoxine, Prx) (Figure 23).

» Superoxyde dismutase : La SOD est une métalloprotéine existant sous trois
isoformes, SOD1 (CuZn-SOD), forme cytoplasmique avec un centre catalytique cuivre-
zinc-dépendant; SOD2 (MnSOD), mitochondriale utilisant le manganese comme

cofacteur ; SOD3 (EC-SOD), extracellulaire qui lie le cuivre et le zinc également (Zelko
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et al, 2002). Quel que soit le métal fixé, les SODs catalysent la dismutation d'O; en

H,0,.

Hémoglobine libre Globine

Cystéine
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Figure 23. Systemes antioxydants dans une cellule endothéliale.

En rouge, les agents pro-oxydants. En vert, les enzymes antioxydantes. Lors de ’hémolyse,
I’'hémoglobine se dissocie et libére ses noyaux hémes qui s’intercalent dans la membrane
plasmique. L’héme est hautement réactif et génére un stress oxydant qui est détecté par
Keapl, protéine redox-sensitive séquestrant Nrf2 a I’état basal. La protéine Keapl change
alors de conformation, le complexe Keapl-Nrf2 n’est plus reconnu par le protéasome. Les
protéines Keapl sont saturées en Nrf2 et les Nrf2 néosynthétisés se retrouvent libres dans le
cytosol, puis transloquent dans le noyau ou ils se fixent au niveau des ARE situés dans la
région promotrice des génes de la plupart des enzymes antioxydantes. Ces enzymes
fonctionnent de facon synergique et complémentaire pour lutter efficacement contre 'excés
d’agents pro-oxydants et limiter ainsi les dommages cellulaires. Fe3* : ion ferrique ; Fe2* :
ion ferreux ; CO : Monoxyde de carbone ; HO-1 : Héme oxygénase-1; y-GCL : y-glutamyl
cystéine ligase ; LOO: Acide gras (AG) péroxydé ; LOOH : AG réduit ; Vit E : Vitamine E
réactive ; Vit C: Vitamine C réactive ; GPx : Glutathion peroxydase ; GSH : Glutathion
réduit ; GSSG : Glutathion oxydé ; G6PD : Glucose 6-phosphate déshydrogénase ; GSR :
Glutathion réductase ; Keapl : Kelch-like ECH-associated protein-1 ; Nrf2 : Nuclear factor
erythroid-related factor-2 ; ARE : Antioxidant response element ; Oz~ : anion superoxyde ;
ONOO- : péroxynitrite ; H202: peroxyde d’hydrogéne; Prx: Péroxyredoxine ; TRx-H2 :
Thioredoxine réduit; TRx: Thioredoxine oxydé; TR : Thioredoxine réductase; CoQ :
Coenzyme Q ; CoQH : radical Coenzyme Q réduit ; CoQHz2 : Coenzyme Q réduit.
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» Catalase : La catalase est une enzyme peroxysomale contenant un noyau
porphyrine et a un fonctionnement extrémement rapide (Chaudiere and Ferrari-lliou,
1999). Cette enzyme utilise comme substrat I'H,O, formé par la SOD pour produire
de l'eau et de l'oxygene moléculaire. Elle pourra alors convertir 6 millions de
molécules d'H,O; toutes les minutes (Rahman, 2007).

» Peroxydases: La GPx est une enzyme tétramérique sélénium-dépendante
présente abondamment dans les compartiments cytosoliques et mitochondriaux
(Chaudiere and Ferrari-lliou, 1999). Elle catalyse notamment la transformation de
I'H,O, en eau avec oxydation simultanée du glutathion (GSH ; Figure 23) (Rahman,
2007). La Prx est dimérique avec un résidu cystéine « peroxidatique » qui sera oxyde
en acide sulfénique par I'H;0,. La réaction catalytique de la Prx nécessite donc de
I'H,O, ainsi que de la thiorédoxine réduite (TRx-H,) pour former de I'eau et de la

thiorédoxine oxydée (Jara et al., 2007).

Le systeme de défenses secondaire englobe notamment la glutathion
réductase (GSR), la thiorédoxine réductase (TR) et la glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD ; Figure 23). GSR et TR permettent de recycler les cofacteurs
réduits GSH et TRx-H, respectivement a partir de leur forme oxydée et facilitent donc
I'activité antioxydante des peroxydases (Arnér and Holmgren, 2000; Carocho and
Ferreira, 2013). La G6PD régénere le coenzyme réduit NADPH et maintient un milieu

pro-réducteur propice a I'action de la GSR et de la TR (Ratnam et al., 2006).

Bien qu'une grande variété d'antioxydants non-enzymatiques existe, la
quantité produite de facon endogene n'est pas suffisante pour protéger les cellules
des attaques oxydantes et nécessite d'étre complétée par I'alimentation (Carocho and
Ferreira, 2013).

Parmi ces composés non-enzymatiques, les vitamines jouent un réle important
de neutralisation des ROS (Figure 23). Ainsi, le B-carotene, précurseur liposoluble de

la vitamine A est un puissant piégeur de I'oxygéne singulet 'O, membre hautement
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réactif de la famille des ROS (Clarkson and Thompson, 2000). La vitamine A pourrait
également stopper la réaction en chaine aboutissant a la peroxydation lipidique
(Palace et al., 1999). L'a-tocophérol ou vitamine E, est liposoluble et présent dans le
plasma, les GRs et les tissus. Il court-circuite la peroxydation lipidique en donnant
I'hydrogene de son noyau phénol, accompagné d'un électron au radical lipidique
peroxyle (R-OO) pour former un lipide peroxydé stable (R-OOH). Bien que le
tocophéroxyle ainsi formé devienne a son tour un radical, c'est un composé tres
stable et inactif qui pourra étre recyclé en a-tocophérol par la vitamine C (Figure 23;
Carocho and Ferreira, 2013). L'acide ascorbique (ou Vitamine C), est également un
piégeur efficace d'H,0,, d'0,, d’' O, et d’ OH (Barros et al., 2011).

Le glutathion, tripeptide endogene, protege également les cellules des
dommages radicalaires en donnant un hydrogéne et passant ainsi de sa forme
réduite GSH a sa forme oxydée GSSG (Figure 23). Il participe aussi au recyclage
d'autres antioxydants comme l'acide ascorbique (Carocho and Ferreira, 2013).

Les composés azotés, comme l'acide urique empéchent I'hémoglobine de
réagir avec les peroxydes limitant donc la peroxydation lipidique intra-érythrocytaire

et par conséquent I'hémolyse (Ames et al., 1981).

Nrf2 (Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2) est un facteur de
transcription ubiquitaire redox-sensitif. En conditions normales, de faibles
concentrations de Nrf2 sont maintenues grace a la protéine régulatrice Keap1 (Kelch-
like ECH-associated protein 1) qui séquestre Nrf2 dans le cytosol et facilite sa
dégradation dans le protéasome apres ubiquitinylation (Figure 23 ; Bryan et al., 2013).
En revanche, lorsque la cellule subit un stress oxydant, les résidus cystéine de Keap1
sont modifiés entrainant un changement conformationnel de I|'ensemble de la
protéine. Le site de liaison de faible affinité de Keap1 se détache de Nrf2 et perturbe
le transfert des ubiquitines sur le complexe protéique empéchant sa reconnaissance
puis dégradation par le protéasome (Bryan et al., 2013). La saturation en Nrf2 des

molécules de Keap1 permet aux protéines Nrf2 nouvellement synthétisées de
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transloquer librement dans le noyau. Une fois dans le compartiment nucléaire, Nrf2
se lie a I'élément de réponse antioxydante situé dans la région promotrice de plus de
100 genes codant pour des protéines cytoprotectrices (dont SOD, catalase, GPx, Prx,
TR, PR, G6PD citées précédemment) (Dinkova-Kostova and Talalay, 2010). Parmi
celles-ci, se trouve aussi I'héme oxygénase-1 (HO-1) qui a un rdle critique dans
I'inflammation et le stress oxydant. HO-1 est la forme inductible NADPH-dépendante
de I'héme oxygénase et catalyse la dégradation de I'héme en biliverdine, Fe** et CO
(Figure 23). Des études in vitro montrent que la biliverdine et sa forme réduite, la
bilirubine inhibent la formation de nitrotyrosine et la production de ROS
mitochondriaux, piégent 'O, et empéchent le roulement, l'adhésion et Ia
transmigration leucocytaire (Jansen et al., 2010; Kim et al.,, 2010). Le Fe** stimule la
production de ferritine qui réduit le « pool » cellulaire de fer libre (Golbidi et al.,
2012). Dans le cytoplasme des cellules musculaires lisses vasculaires, le CO se fixe sur
la guanylate cyclase soluble qui stimule la voie de la protéine kinase G. Il en résulte
une réduction de la concentration cytosolique en Ca®* et une stimulation de la
phosphatase des chaines légeres de myosine et aboutit a la relaxation des cellules
musculaires lisses vasculaires (Siow et al., 1999). Le pouvoir vasodilatateur du CO est
également directement médié par I'activation d'un canal potassium Ca®'-dépendant
causant une hyperpolarisation des cellules musculaires lisses vasculaires (Kanu et al.,
2006). Contrairement a HO-1 qui dispose d'autres inducteurs tels que FoxO (Kang et
al, 2014), HIF-1a, c-Jun, AP-1 (Yeligar et al, 2010), I'enzyme NADPH quinone
oxydoréductase-1 (NQO-1) semble plus finement régulée par Nrf2 (Anwar-Mohamed
et al., 2011; Chartoumpekis et al., 2013; Jyrkkanen et al., 2008). Cette enzyme catalyse
la réduction des quinones pour générer des hydroxyquinones stables en empéchant
la formation de semiquinones hautement réactives (Figure 23). Elle est également

capable de piéger I' O,” en s'auto-oxydant (Siegel et al., 2004).
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L'ensemble des manifestations cliniques de la drépanocytose telles que la
polymérisation/falciformation, I'hnémolyse et les CVOs vont dérégler la balance
oxydante en faveur de la production de ROS. De nombreuses études font état, chez
les patients drépanocytaires, de concentrations basales élevées en produits de
peroxydation lipidique (Akohoue et al., 2007; Alsultan et al., 2010; Bao et al., 2008; El-
Ghamrawy et al, 2014; Manfredini et al, 2008), de l'oxydation des protéines
(Manfredini et al., 2008; Nur et al., 2010; Oztas et al., 2012; Somjee et al., 2005) et de
I'oxydation de I'ADN (Bao et al., 2008; Nishank, 2015). Le statut antioxydant de ces
patients est nettement plus discuté ; certaines études montrent une augmentation
des concentrations en certaines enzymes antioxydantes (Das and Nair, 1980;
Manfredini et al., 2008; Rusanova et al, 2010) tandis que d'autres font état d'une
capacité antioxydante limitée (Abiodun et al., 2010; EI-Ghamrawy et al., 2014; Fasola
et al., 2007; Hasanato, 2006; Schacter et al., 1988) étant la conséquence ou bien la
cause d'un stress oxydant exacerbé. Différents phénomenes moléculaires/cellulaires
tels que l'auto-oxydation de I'HbS, I'hyperhémolyse, I'ischémie-reperfusion et

I'inflammation vont promouvoir ce stress oxydant.

Lorsque le GR normal fixe de nouvelles molécules d'O, il génere
transitoirement de 'O, suite au transfert d'électrons entre le fer porté par I'néme et
I'oxygene. Simultanément, I'heme s’auto-oxyde pour donner de la methémoglobine
(metHb; Chirico and Pialoux, 2012). La réaction se produisant est alors la suivante :
Hb-Fe?* + O, > MetHb-Fe** + O,. Méme si ce phénomeéne se produit aussi bien
pour I'HbA que HbS, Hebbel et collaborateurs décrivent, en 1988, une auto-oxydation
1,7 fois plus rapide pour I'HbS que pour I'HbA (Hebbel et al., 1988). Mais dix ans plus
tard, ils nuancent cette observation en montrant que ce serait |'environnement
cytoplasmique pro-oxydant qui serait en cause et non les propriétés inhérentes de

I'HbS (Sheng et al, 1998). Limportant «turnover» métabolique survenant
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notamment lors des cycles de polymérisation/dépolymérisation serait une source non
négligeable de ROS (Akohoue et al., 2007; Nur et al., 2011a). Ainsi, les drépanocytes
généreraient deux fois plus de ROS que les érythrocytes normaux suite a I'exposition
de la metHb a I'H,0, (dérivant de la dismutation de 1'0,) qui entraine la dégradation
de I'Hb et libere du fer. Ce fer réagit avec I'H,O, restant pour produire de I' OH
(Hebbel et al., 1982).

Dans la drépanocytose, I'hémolyse intravasculaire augmente de fagon
chronique, les concentrations plasmatiques en hémoglobine libre. L'haptoglobine, qui
neutralise cette Hb libre est alors fortement mobilisée et saturée d'ou les faibles
concentrations dosées dans le plasma des patients drépanocytaires (Damanhouri et
al, 2015; Nur et al., 2011a; Rees and Gibson, 2012). L'Hb libre non prise en charge par
I'haptoglobine se dissocie en globine et heme. L'heme hydrophobe s'intercale
facilement et rapidement dans les membranes plasmiques des cellules endothéliales
environnantes ou elle libere son fer hautement réactif. Ce dernier, via la réaction de
Fenton produit de I' OH qui endommage et active I'endothélium amplifiant la

production de ROS (Nur et al,, 2011a).

Au cours d'une CVO, le blocage du flux sanguin produit une ischémie localisée
et transitoire. Des lors que le sang riche en O, s'écoule a nouveau, des dommages
oxydants importants sont infligés au tissu infarci notamment via la forte activité de la
xanthine oxydase (Nur et al., 2011a). Osarogiagbon et al. ont montré une plus forte
proportion de xanthine oxydase chez des souris drépanocytaires hypoxiées
comparées a des souris saines et a des souris drépanocytaires en normoxie
(Osarogiagbon et al., 2000). Aslan et coll décrivent également une activité
plasmatique de xanthine oxydase supérieure chez des souris et des patients S/S
comparés a des controles (Aslan et al,, 2001). La formation d’ O, est alors exacerbée
et une augmentation de xanthine oxydase a été associée a une élévation de cytokines

pro-inflammatoires (Kanczler et al., 2003).
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Chez les patients drépanocytaires, les dommages vasculaires constamment
subis entrainent une sollicitation permanente des globules blancs (Nur et al.,, 2011a).
L'hyperleucocytose caractéristique des patients S/S est associée a une surproduction
de ROS constante via I'action de la NADPH oxydase (Wood and Granger, 2007). Il
semblerait que la relation entre linflammation et le stress oxydant soit
bidirectionnelle puisque des souris chimeres knock-out (KO) pour NOX2 ayant été
transplantées avec de la moelle osseuse de souris B°, présentent une adhésion
leucocytaire et plaquettaire a I'endothélium atténuée. Les auteurs en concluent une
contribution de 'O, produit par la NADPH oxydase aux réponses pro-inflammatoires

et pro-thrombotiques.

C. MODULATION DE LA VASOMOTRICITE DANS LA DREPANOCYTOSE

Jusque dans les années 60, I'endothélium était considéré comme une simple
barriere inerte séparant le milieu vasculaire et l'interstitium (Pries and Kuebler, 2006).
Progressivement diverses études ont montré I'importance de cette couche de cellules
dans les réponses physiologiques inflammatoires et face a un corps étranger mais
aussi dans le développement de maladies tels que le diabéte, la néphrite glomérulaire
et I'athérosclérose (Florey, 1966). Depuis, la multiplication des travaux ne cesse
dalimenter la compréhension des nombreuses fonctions vitales (régulation de la
perfusion, adhérence de cellules circulantes, échanges fluide/solutés,
hémostase/coagulation, angiogenese...) de I'endothélium dont son rdle essentiel
dans la régulation du tonus vasculaire (Pries and Kuebler, 2006). Les cellules
endothéliales sécretent, de fagon paracrine, divers médiateurs qui modulent I'état de
contraction des cellules musculaires lisses vasculaires en affectant leur concentration

en ions Ca®* (Lamas and Rodriguez-Puyol, 2012).
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Il existe 3 isoformes d’endothéline, ET-1, ET-2 et ET-3 dont ET-1 est la forme
majoritairement exprimée. Elle fait partie des agents vasoconstricteurs les plus
puissants identifiés (Shireman and Pearce, 1996). Bien que les cellules musculaires
lisses vasculaires, les cardiomyocytes, les leucocytes, les macrophages et les cellules
gliales produisent de I'ET-1, ce sont les cellules endothéliales qui sécretent de facon
majoritaire et constitutive le peptide. La production d’ET-1 est régulée au niveau
génique soit positivement par le TGF-B, le TNF-o, les interleukines, l'insuline et
I'angiotensine Il soit négativement par le NO, la prostacycline (PGly), I'hypoxie et les
contraintes de cisaillement (« shear stress ») (Thorin and Webb, 2010). Les effets
biologiques d'ET-1 sont médiés par deux récepteurs de la superfamille des récepteurs
couplés a une protéine G (RCPG), ETx et ETg ayant des fonctions diverses suivant le
type cellulaire sur lequel ils sont exprimés (Figure 24) (Lai et al., 2014). Lorsqu'ET, et
ETg sont situés sur la membrane des cellules musculaires lisses vasculaires, ils assurent
leur vasoconstriction via l'activation de la phospholipase C-B qui clive le PIP, en DAG
+ IP; et stimulent la libération cytoplasmique de Ca®* depuis le réticulum
endoplasmique. Lorsqu’ETg, est exprimé a la surface des cellules endothéliales, il a un
effet rétroactif de clairance de I'ET-1 circulante. La conséquence de son activation
serait une vasodilatation transitoire suite a la stimulation de NO et de PGI, (Lamas
and Rodriguez-Puyol, 2012). Une élévation de la concentration plasmatique en ET-1
promeut I'inflammation, la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires et
est associée a de nombreuses conditions pathologiques tels que I'hypertension
pulmonaire, l'insuffisance cardiaque, I'athérosclérose, le diabete, les maladies
coronariennes...(Galié et al., 2004; Ivey et al., 2008; Ruschitzka et al., 2000; Stewart et
al., 1992; Takahashi et al., 1990).
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Figure 24. Effets du NO, de la prostacycline et de l’endothéline-1 sur le tonus
vasomoteur.

Le NO active la vasodilatation via un mécanisme GMPc dépendant. La prostacycline active la
vasodilatation via un meécanisme AMPc-dépendant. L’endotheline-1 stimule Ila
vasoconstriction en se fixant a ses récepteurs ETa et ETg a la surface des cellules
musculaires lisses. PDES : phosphodiestérase 5 ; L-Arg : L-arginine ; L-Cit : L-citrulline ;
eNOS: NO synthase endothéliale; BHa: tétrahydrobioptérine; GTP: guanosine
triphosphate ; ¢GMP : guanosine monophosphate cyclique ; sGC: guanylate cyclase
soluble ; Arach acid : Acide arachidonique ; COX : cyclooxygénase ; PGE : Prostaglandine
E; ATP: adénosine triphosphate; AC: adenylate cyclase ;cAMP: adénosine
monophosphate cyclique ; IP-R : Récepteur a la prostacycline (=prostaglandine I»).

b. Le réle vaso-relaxant de la prostacycline
La PGI; est un métabolite de I'acide arachidonique suite a I'action successive

de l'enzyme cyclo-oxygénase et de la prostacycline synthase au sein de la cellule
endothéliale (Figure 24). Sa production est stimulée par des médiateurs endogenes
tels que la bradykinine, histamine, thrombine, sérotonine ainsi que par de fortes
contraintes de cisaillement (Shireman and Pearce, 1996). PGl, se fixe a un RCPG
spécifique, I-prostanoide (IP), localisé a la surface des cellules musculaires lisses
vasculaires. Il en résulte une activation de l'adénylate cyclase qui augmente la
concentration intracellulaire en AMPc qui stimule a son tour la protéine kinase A (Lai
et al,, 2014). S'en suit, une diminution de la concentration cytosolique en Ca®* et/ou

une inhibition de l'activité de la kinase de chaines |égeres de myosine, toutes deux
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conduisant a une relaxation des cellules musculaires lisses vasculaires (Roux et al.,
2012). En plus de son action vasodilatatrice, PGl inhibe I'agrégation plaquettaire et la
prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires et aurait également des effets

anti-inflammatoires et anti-thrombotiques (Lai et al., 2014).

metHb Nondh hagi A
Intravascular m on-hemorrnagic

Hemolysis BifoKe H"“'"f“ona_fy
Hb = ypertension
55 | 0 NO;
Nitric Oxide Synthase

QG—

Uncoupled NADPH
eNOS Ox

NADPH
Oxidase o)

ONOO™

Marker

Arginase

Priapism

— Leg
Ulceration

Xanthine
Oxidase

Figure 25. Métabolisme du NO dans la drépanocytose.

Lactate déshydrogénase (LDH), arginase et hémoglobine (Hb) sont libérées dans le plasma
suite a l’hémolyse intravasculaire limitant la biodisponibilité du NO. Il réagit avec
l'oxyhémoglobine libre pour former de la methémoglobine et du nitrate (NOgz’) inerte (A). L-
arginine, substrat de la synthése du NO est transformée en ornithine par l'enzyme arginase
(B). Les anions superoxyde (O2) produits par la xanthine oxydase, la NADPH oxydase et
eNOS découplée réagissent avec le NO pour former le radical peroxynitrite ONOO- réduisant
d’autant plus la quantité de NO disponible (C). Cette déplétion en NO est associée a de
nombreuses manifestations cliniques aigiies de la maladie : hypertension pulmonaire,
priapisme, ulcéres de jambes et potentiellement avec les AVC ischémiques. Extrait de
(Wood et al., 2008).

¢. L'oxyde nitrique : le vasodilatateur par excellence
Le NO est un composé liposoluble de formule chimique tres simple diffusant

donc facilement entre son lieu de production qu’est la cellule endothéliale vers son
lieu d'action, la cellule musculaire lisse vasculaire (Shireman and Pearce, 1996).
Comme décrit dans le paragraphe 11.B.1.b., au niveau de I'endothélium, le NO est
formé par la dégradation de la L-arginine en citrulline par I'enzyme eNOS (Figure 24).
Elle est activée par des mécanismes hémodynamiques (contraintes de cisaillement)
ou médiés par un récepteur (a la bradykinine, sérotonine, histamine, thrombine...)

(Shireman and Pearce, 1996). Une fois formé, le NO se lie a la guanylate cyclase
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soluble activant la voie de la protéine kinase G (Figure 24). Il en résulte une réduction
de la concentration cytosolique en Ca®* et une stimulation de la phosphatase des
chaines légeres de myosine ce qui aboutit a la relaxation des cellules musculaires
lisses vasculaires (Wood et al., 2008). Dans des conditions non pathologiques, le NO a
également des propriétés antiprolifératives (sur les cellules musculaires lisses
vasculaires) (Guh et al., 1998), anti-thrombotiques (Schéafer et al., 2004), antioxydantes
(Durante et al., 1997) et antiadhésives (Spiecker et al., 1998).

De par ses nombreux effets sur I'endothélium, le NO intéresse particulierement
la communauté scientifique dans la drépanocytose et les maladies vasculaires en
général (Kaul et al., 2000). Chez les patient drépanocytaires, la synthése de NO ainsi
que la quantité utilisable sont drastiquement amoindries. Cette réduction de la
biodisponibilité du NO est multifactorielle puisqu’elle est due soit a un piégeage du
NO soit a un découplage de son enzyme de synthese, la NOS endothéliale (Chirico

and Pialoux, 2012).

L'O,” est un responsable majeur du piégeage du NO (Figure 25). Alors que
dans un environnement sain, 'O, est rapidement pris en charge par la SOD, sa
surproduction chez les patients drépanocytaires entraine une saturation du systeme
de défenses et favorise sa réaction avec le NO pour former du peroxynitrite ONOO",
un oxydant puissant (Huie and Padmaja, 1993). Sachant que IO, réagit trois fois plus
rapidement avec le NO qu'avec la SOD, la genese d'ONOO" se trouve d'autant plus
potentialisée chez les patients S/S (Gutierrez et al., 1996). A pH physiologique,
I'ONOO™ peut étre réduit en acide peroxynitreux ONOOH, qui pourra a son tour se
décomposer en radical hydroxyle OH et dioxyde d'azote NO, (Beckman and Crow,

1993) causant une peroxydation lipidique et des dommages protéiques et nucléiques.
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Suite aux processus hémolytiques, le contenu érythrocytaire, notamment riche
en hémoglobine et arginase, est libéré dans le plasma. Ces deux protéines vont
influer sur le métabolisme du NO (Morris et al., 2008). L'Hb plasmatique réagit avec le
NO et forme de la metHb et des ions nitrate NOs', produits d'oxydation inactifs
(Figure 25). L'Hb plasmatique peut également piéger indirectement le NO en
générant des ROS (cf. 11.B.3.b.). L'arginase est une enzyme qui catalyse la réaction de
dégradation de la L-arginine et forme de l'ornithine. L'arginase entre alors en
compétition avec la NOS pour métaboliser la L-arginine. Les fortes concentrations
plasmatiques en arginase aprés hémolyse favorisent alors la formation d'ornithine au

détriment de la citrulline et du NO (Wood et al., 2008).

La diminution de la disponibilité en arginine suite a sa dégradation par
I'arginase, contribue au découplage de la NOS endothéliale et a la formation de ROS
subséquente (Figure 25 ;(Wood et al., 2006)). Chez les patients drépanocytaires, le fort
« turnover » érythrocytaire entraine une surconsommation d’'acide folique, elle-méme
a l'origine d'un hyperhomocystéinémie'® (Dhar et al., 2004). Cette derniere serait
indirectement responsable du découplage d’eNOS en promouvant la formation
d’ADMA (assymetric dimethylarginine), un inhibiteur compétitif de la L-arginine

comme substrat de I'enzyme (Wood and Granger, 2007).

10 . s . . g A . .
Augmentation dans le plasma de I’'homocystéine, acide aminé ne pouvant pas étre incorporé dans des
protéines.
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I1l. REPONSES INFLAMMATOIRES, OXYDANTES ET VASOMOTRICES A L'EXERCICE AIGU ET
CHRONIQUE DANS LA DREPANOCYTOSE

A. REPONSES A L'EXERCICE AIGU EN CONDITIONS PHYSIOLOGIQUES ET
PATHOLOGIQUES

Un exercice aigu est défini comme un ensemble de mouvements structurés et
planifiés destinés spécifiquement a améliorer ou a maintenir la condition physique
impliquant une élévation des besoins énergétiques et ayant une durée limitée dans le
temps (Caspersen et al., 1985). Le passage de |'état de repos a I'exercice engendre un
stress aigu qui requiert des modifications hémodynamiques, endocrines et
métaboliques transitoires pour restaurer I'homéostasie (Horton and Beisel, 1994;

Saltin, 1985).

Au cours d'un exercice physique, I'apport sanguin s'ajuste précisément pour
répondre a la demande des muscles actifs. De nombreuses études démontrent des
modifications du volume plasmatique pendant et apres I'exercice (Fry et al., 1992;
Goodman et al, 1985; Irving et al, 1990; van Beaumont et al, 1981). Ainsi, lors
d'efforts courts et intenses, les mécanismes de thermorégulation entrainent une perte
d'eau par évaporation cutanée aboutissant a une hémoconcentration (Harrison,
1985). Elle se traduit par une diminution du volume plasmatique et une augmentation
concomitante de I'hématocrite, de la concentration en Hb et du nombre de GRs
(Gillen et al., 1991; Miles et al.,, 1983; Nagashima et al., 1995). Un exercice prolongé
d'endurance induit également une diminution du volume plasmatique transitoire
(McMurray, 1983; McNaughton, 1989; Novosadova, 1977). En plus de I'hypovolémie,
I'hémoconcentration aurait pour origine une importante libération de GRs contenus
dans la rate (Laub et al., 1993), un enrichissement plasmatique en protéines diverses
provenant du systeme lymphatique (Teillet et al., 1991) et 'emprisonnement de |'eau

dans les cellules musculaires dG a ['élévation de la pression oncotique suite a
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I'accumulation de métabolites (tels que le lactate) (Novosadova, 1977). Les heures
suivant |'exercice, qu'il soit a prédominance anaérobie ou aérobie, se caractérisent
non pas par un retour a des niveaux basaux de volume plasmatique (et donc
d'hématocrite, d'Hb et de GRs) mais par une hémodilution provisoire (Fellmann et al.,

1989; Freund et al., 1987) (discuté dans le paragraphe I11.B.1.a).

Un des autres effets connus de l'exercice aigu est la modulation de la fonction
immunitaire dont I'amplitude est dépendante de lintensité et de la durée de
I'exercice effectué (Gleeson, 2007). Ainsi, un exercice d'intensité modérée induit une
élévation des leucocytes relativement faible tandis qu'un exercice de forte intensité
double leur nombre par rapport au repos via une augmentation des lymphocytes et
des neutrophiles (Nieman, 1994). Un exercice d'endurance prolongé tel que le
marathon amplifie d'autant plus la leucocytose (nombre de GB multiplié par 3 voire 4)
en mobilisant I'ensemble des tissus lymphoides dont la rate qui semble avoir une
importance majeure (Nieman, 1994). Ces changements induits par |'exercice seraient
étroitement liés aux concentrations sanguines en adrénaline et cortisol qui
augmentent fortement pour des intensités supérieures a 60% de VO,max (Nieman,
1994). De nombreuses études rapportent également une augmentation durée- et
intensité-dépendante en IL-6 pendant et apres un exercice aigu sans dommages
musculaires associés (Drenth et al.,, 1995; Neubauer et al., 2008; Ostrowski et al., 1998;
Pedersen and Fischer, 2007; Petersen and Pedersen, 2006; Zaldivar et al., 2006). IL-6
est libérée par les fibres musculaires actives ou elle agit de facon similaire a une
hormone (Pedersen and Fischer, 2007). Ainsi, bien qu’elle soit généralement décrite
pour ses propriétés pro-inflammatoires, dans le cas de I'exercice aigu, IL-6 stimule la
production d'IL-10 et d'IL-1ra (IL-1 receptor antagonist), cytokines anti-
inflammatoires et réprime le TNF-a qui a été identifié comme médiateur de I'insulino-
résistance (Febbraio and Pedersen, 2002). De plus, IL-6 stimule |'absorption du

glucose par les cellules via I'activation du transporteur GLUT4 (Glucose transporter 4)
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ainsi que l'oxydation des acides gras par la voie de I'AMP kinase (Pedersen and
Fischer, 2007). Méme si IL-6 est la premiere cytokine mise en jeu et la plus fortement
activée pendant I'exercice, IL-8 a été classifiée, elle aussi, comme myokine (Frydelund-
Larsen et al., 2007). Au cours de I'exercice, IL-8 aurait des effets chimiotactiques et
angiogéniques apres fixation sur ses récepteurs CXCR1 et CXCR2 respectivement
(Pedersen and Fischer, 2007). L'exercice stimule en outre la libération d'IL-15 qui
aurait un réle a la fois dans les interactions muscle/tissu adipeux, en faveur de la
réeduction de la masse grasse et dans I'anabolisme musculaire (Nielsen and Pedersen,
2007; So et al, 2014). Les fluctuations en TNF-a et IL-1B sont nettement plus
controversées. Alors que certaines études décrivent une absence de variation du TNF-
o et d'IL-1B pré/post-exercice (Drenth et al., 1995; Ostrowski et al., 1998; Suzuki et al.,
2006) d'autres montrent une élévation des concentrations urinaires, sériques ou
plasmatiques de ces deux cytokines immédiatement apres I'exercice (Nieman et al,
2001; Sprenger et al, 1992; Zaldivar et al.,, 2006). Ces augmentations sont intensité-
indépendante et sont malgré tout, tres modérées par rapport aux variations en IL-6.
Sachant que le TNF-a agit principalement localement, il se pourrait que la
transcription du TNF-a ne soit pas toujours reflétée par une augmentation
systémique de ce facteur (Petersen and Pedersen, 2006). Il se pourrait également que
le TNF-a stimule IL-6 qui entraine alors un rétrocontréle négatif sur celui-ci d'ou un
maintien relativement stable des taux en TNF-a au cours de I'exercice aigu (Petersen
and Pedersen, 2006). En lien avec |'évolution du nombres de leucocytes, une élévation
intensite-dépendante des taux circulants en molécules d'adhérence a eté reportée
(Marsh and Coombes, 2005). Tandis que I'exercice modéré n'altere pas les
concentrations en sE-sélectine, sVCAM-1 ou sICAM-1 (Jilma et al., 1997), un exercice
intense augmente sICAM-1 et sP-sélectine (Akimoto et al., 2002; Mockel et al., 2001).
Plusieurs hypothéses concernant ces variations ont été émises: 1) I'élévation des
contraintes de cisaillement s'effectuant sur I'endothélium lors d'une augmentation du
débit cardiaque va entrainer le clivage des molécules d'adhérence exposées a la

surface de l'endothélium qui se retrouvent alors libres dans la circulation
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sanguine (Marsh and Coombes, 2005) ; 2) I'augmentation modeste et transitoire du
TNF-a lors d'exercices vigoureux pourrait induire la synthese et la sécrétion de ces
molécules d'adhérence (Shephard, 2003) ; 3) la réponse a l'exercice aigu médiée par
les catécholamines conduirait a l'activation de la voie de signalisation de I'AMP
cyclique pourrait étre un autre mécanisme stimulant la libération de molécules

d'adhérence solubles (Shephard, 2003).

Comme précédemment décrit, toute situation dans laquelle la consommation
en oxygene augmente est susceptible de générer une production accrue de ROS.
Pour cette raison, |'exercice aigu constitue une importante source de production de
stress oxydant (Figure 26) (Vollaard et al, 2005). Les mécanismes sous-jacents sont
globalement les mémes que ceux décrits dans I1.B.1.b. Au cours de I'exercice, la
suractivité de la chaine respiratoire mitochondriale et de la NADPH oxydase due a
des besoins en ATP accrus ainsi que l'activation de la xanthine oxydase suite a des
épisodes d'lI/R localisés génerent une surproduction de ROS. Le stress mécanique
subi par les fibres musculaires au cours de I'effort induit des microlésions amorgant
des processus inflammatoires et oxydants en post-exercice (Bloomer and Goldfarb,

2004).

» Marqueurs de peroxydation lipidique : dans la plupart des études, une hausse
des TBARS est visible lors d'exercices aérobies concentriques sous-maximaux (Alessio
et al., 1997; Barsheim et al., 1999; Nikolaidis et al., 2007), maximaux (Michailidis et al.,
2007; Miyazaki et al, 2001; Steinberg et al., 2007) et lors d'exercices aérobies
excentriques (Maughan et al., 1989). Ces résultats sont contrastés par d'autres études
montrant une absence de changements de concentration en TBARS malgré des
protocoles d'exercices semblables (Goldfarb et al, 2005; Laires et al., 1993). Ces
différences pourraient s'expliquer par un manque de spécificité du dosage des TBARS
causé par une interférence d'autres molécules biologiques avec le TBA (Fisher-

Wellman and Bloomer, 2009). Les F,-isoprostanes augmentent également au cours
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d'exercices concentriques sous-maximaux (Goto et al., 2007; Waring et al., 2003) et
excentriques (Sacheck et al., 2003; Sacheck et al., 2006). La encore, quelques études
nuancent ces données en montrant une absence de variations des isoprostanes (Rush
and Sandiford, 2003; Watson et al., 2005). Cependant, dans I'étude de Watson et al,
les sujets étaient entrainés et seraient moins sensibles aux attaques oxydantes grace
a un systeme de défenses plus efficace (discuté dans 11l.B.1.b). Dans celle de Rush et
Sandiford, l'intensité d'exercice utilisée était relativement faible (50% VO,max)
suggérant un effet intensité-dépendant de l'exercice sur les concentrations en
isoprostanes (Fisher-Wellman and Bloomer, 2009).

» Marqueurs d'oxydation protéique : Une oxydation des protéines suite a un
exercice aigu a largement été décrite dans la littérature (Bloomer et al., 2006;
Goldfarb et al., 2005; Goldfarb et al., 2007; Michailidis et al., 2007; Nikolaidis et al.,
2007). La totalité des études contredisant cet effet (Gaeini et al., 2006; Miyazaki et al.,
2001; Rahnama et al.,, 2007) a utilisé un protocole d'exercice trés court et n'a observé
aucun changement de concentration en protéines carbonylées suggérant un effet de
la durée de I'exercice sur I'oxydation protéique (Fisher-Wellman and Bloomer, 2009).

» Marqueur d’oxydation de 'ADN : La majorité des études rapporte une absence
de variations des concentrations en 8-OHdG, marqueur d'oxydation nucléique
(Bloomer et al., 2005; Bloomer et al., 2006; Sumida et al., 1997a; Sumida et al., 1997b;
Viguie et al., 1993). Ceci s'expliquerait par une restauration rapide de '’ADN apres des
attaques oxydantes due a une activité exacerbée d’enzymes de réparation de I'ADN

mesurée en réponse a un exercice aigu (Radak et al., 2003).

En réponse a un effort physique aigu et intense, les capacités antioxydantes
d'un individu ont tendance a décroitre temporairement pour faire face aux attaques
oxydantes massives (Figure 26). La capacité antioxydante totale est généralement
diminuée pendant et immédiatement apres l'exercice (Di Massimo et al., 2004;
Steinberg et al., 2006; Tozzi-Ciancarelli et al., 2002; Watson et al., 2005) puis

augmente a nouveau a des valeurs supérieures a celles de repos (Steinberg et al.,
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2006; Watson et al, 2005). Lorsqu'on s'intéresse spécifiquement a
I'activité/concentration des principales enzymes antioxydantes, les études divergent
nettement plus. Alors que certains détectent des activités de GPx et SOD diminuées
(Akova et al, 2001; Tozzi-Ciancarelli et al, 2002), d'autres montrent une
augmentation de l'activité de ces enzymes (Buczynski et al., 1991; Elosua et al., 2003),
et d'autres encore n'observent aucune différence dans l'activité de GPx, SOD et
catalase (Miyazaki et al., 2001; Tauler et al., 2006). Les raisons pouvant expliquer
I'hétérogénéité de ces observations sont le compartiment étudié (plasma,
érythrocytes ou plaquettes), la durée et l'intensité de I'exercice effectué ainsi que le
moment du prélevement qui varient considérablement entre les études (Fisher-

Wellman and Bloomer, 2009).

Une élévation des contraintes de cisaillement appliquées sur la paroi des
vaisseaux sanguins entraine une augmentation de la production de NO et de l'activité
d'eNOS (Figure 28) (Di Francescomarino et al., 2009; Fleming and Busse, 2003; Kojda
and Hambrecht, 2005). Or en réponse a l'exercice aigu, le débit sanguin est
précisément ajusté au fonctionnement adéquat de chaque organe ; il augmente donc
au niveau du cceur et des muscles et diminue au niveau des reins notamment
(Marieb, 2005). Ces adaptations particulieres semblent étre reflétées par la
modulation de la biodisponibilité du NO dans ces organes. Ainsi Bernstein et al.
observent une hausse de la production de NOx (nitrite/nitrate), produits dérivés du
métabolisme du NO, dans le systéme coronarien de chiens en réponse a un exercice
aigu (Bernstein et al, 1996). Dans les muscles squelettiques, I'activité de la NOS
augmente au cours de contractions ex vivo dans I'EDL chez la souris (Merry et al.,
2010), de contractions in situ dans le complexe gastrocnemius-plantaris-soleus chez
le rat (Ross et al., 2007) et au cours d'un exercice aigu dans le muscle gastrocnemius
de rat (Roberts et al., 1999) et le vastus lateralis chez 'Homme (Linden et al,, 2011). A
l'inverse, Maeda et al. rapportent une baisse de I'expression, de l'activité d’eNOS et

de la concentration en NOx, produits dérivés du NO chez des rats ayant effectué un
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exercice sous-maximal de 30min sur tapis roulant (Maeda et al., 2004), baisses qui
sont tout de méme en accord avec la diminution du flux sanguin rénal au cours de
I'exercice. Malgré tout, la durée et l'intensité de I'exercice jouent un réle qualitatif et
quantitatif important sur la bioactivité du NO (Green et al,, 2004). Effectivement, un
exercice sur bicyclette ergométrique constituerait un stimulus plus efficace dans la
production de NO endothélial au niveau de lit vasculaire de l'avant-bras qu'un
exercice de type « handgrip » (Green et al,, 2005). De plus, la forte synthése de ROS
lors d'un exercice intense serait susceptible d'altérer la biodisponibilité du NO en le
piégeant pour former du ONOO’, contrairement a un exercice a intensité modérée

voire faible (Di Francescomarino et al., 2009).

Etre porteur du trait drépanocytaire ne constitue pas, a priori, une contre-
indication a la pratique sportive. Une vaste étude épidémiologique réalisée en Cote
d’lvoire, entre 1956 et 1995 a méme montré que le pourcentage de champions PTD
(27.8%) en saut et lancer était supérieur au pourcentage que représente les PTD
(12%) dans la population générale suggérant que le trait drépanocytaire pouvait
conférer un avantage lors d'exercices d'athlétisme a prédominance anaérobie (Bilé et
al., 1998). Dans cette étude, les auteurs dénombrent également des pourcentages
élevés de « recordmans » PTD, en saut en hauteur chez les femmes (91% étaient PTD)
et en lancer de poids chez les hommes (87,5% étaient PTD). Des proportions non
négligeables de PTD ont aussi été rapportées lors d'événements sportifs a
composante aérobie (Le Gallais et al., 1994; Thiriet et al., 1994). Néanmoins des cas de
rhabdomyolyse et méme de mort subite de sujets PTD suite a un exercice
extrémement intense sont relatés dans la littérature (Anzalone et al.,, 2010; Connes,
2015; Eichner, 2010; Harris et al., 2012; Jones et al., 1970; Pretzlaff, 2002; Ridha et al,
2014; Rosenthal and Parker, 1992). Les premiers cas décrits sont quatre recrues de

I'armée américaine, décédées apres une session d'entrainement particulierement
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intense et réalisée en altitude qui ont été génotypées A/S post-mortem (Jones et al.,
1970). Les autopsies révelent des congestions généralisées avec présence de cellules
falciformes. Entre 1974 et 2000, le trait drépanocytaire aurait été associé a la mort de
10 joueurs de football américain universitaire et 3 autres recrues de I'armée (Mitchell,
2007). La NCAA (National Collegiate Athletic Association) fait état de 7 déces de
joueurs de football américain PTD au niveau universitaire entre 2000 et 2009. Méme
s'il est maintenant établi que ces morts subites se produisent majoritairement lors
des sessions d'entrainement de la pré-saison lorsque les athletes sont
« désentrainés », les facteurs déclencheurs de ces événements demeurent mal
compris (Eichner, 2010). Malgré tout, certaines conditions
environnementales/physiques comme la forte chaleur, 'altitude, la déshydratation et
une intensité d'exercice extrémement forte augmenteraient considérablement le
risque de collapsus chez les PTD (Connes et al., 2008; Eichner, 2010). C'est pourquoi
récemment, la NCAA et I'ACSM (American College of Sports Medicine) ont publié un
consensus sur le trait drépanocytaire et I|'exercice incluant quelques
recommandations qui comprennent une acclimatation progressive a la chaleur,
I'humidité et I'altitude ; une reprise progressive des exercices a forte intensité lors de
I'entrainement en début de saison ; un arrét immeédiat de |'exercice des les premiers
signes de détresse physique (ACSM and NCAA Joint Statement on Sickle Cell Trait
and Exercise, 2013).

Diverses pistes concernant les mécanismes physiopathologiques pouvant étre
a l'origine des complications observées chez les PTD ont été explorées. Les PTD sont
caractérisés par un remodelage du réseau microcirculatoire musculaire (Vincent et al.,
2010). Ce remodelage, caractérisé par une moindre densité capillaire, une tortuosité
réduite et un diameétre capillaire moyen plus large, serait une réponse adaptative a
une viscosité anormalement élevée et a une déformabilité érythrocytaire limitée aussi
bien au repos qu’en réponse a |'exercice (Connes et al., 2006; Monchanin et al., 2005).

Les PTD affichent également une activation endothéliale en réponse a un exercice
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intense. Monchanin et al. mesurent des concentrations en sVCAM-1 supérieures chez
des athletes PTD comparés a des athletes non PTD apres un exercice incrémental
exhaustif (Monchanin et al,, 2007). Dans une autre étude, I'augmentation en sVCAM-1
n'est pas retrouvée chez des PTD en réponse a 3 exercices incrémentaux successifs
(Tripette et al., 2010b). Les auteurs détectent en revanche des taux de sL-sélectine et
sP-sélectine supérieurs chez les PTD par rapport aux porteurs d'une HbA apres la
répétition d'exercices. Ainsi I'élévation des concentrations plasmatiques en molécules
d'adhérence pourraient présenter un risque d'altération de la microcirculation et
contribuer au déclenchement des complications liées a un exercice tres intense
(Martin et al,, 2015). Néanmoins, le manque de données disponibles ne permet pas
une compréhension claire de I'importance de ces mécanismes d'adhérence vasculaire
dans I'apparition des complications chez les PTD (Tripette et al., 2013). De légeres
variations du stress oxydant et de biodisponibilité du NO sont mesurables chez les
PTD par rapport aux porteurs d'HbA en réponse a I'exercice aigu. Das et al. montrent
une plus forte susceptibilité des érythrocytes a l'oxydation lors d'un exercice
incrémental associée a une activité GPx réduite chez des PTD (Das et al., 1993). Dans
cette méme étude, les auteurs détectent une augmentation de l'activité SOD en
réponse a l'exercice suggérant une plus forte production d'H,O, qui n'est ensuite pas
pris en charge par le défaut d'activité de la GPx et pourrait donc potentiellement
accroitre la production de ROS chez les PTD. Dans une autre étude, une légere
tendance a lI'augmentation des TBARS au cours de la récupération et une production
reduite de sous-produits du NO 24h apres un exercice maximal ont été observées
chez des PTD alors qu'ils restaient inchangés chez les sujets contrdles (Tripette et al.,
2010a). Une 3°™ étude décrit des taux plasmatiques de nitrite/nitrate
significativement diminués ainsi qu'une hausse des AOPP chez des PTD
immédiatement apres un exercice intense (Faés et al., 2012). La phase de récupération
était caractérisée par une peroxydation lipidique et une concentration en

nitrotyrosine accrues chez les PTD.
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Finalement, méme si les PTD semblent présenter quelques anomalies
vasculaires, il n'est pas encore établi qu'elles sont suffisamment séveres pour
déclencher des accidents vaso-occlusifs. Néanmoins, dans des conditions
environnementales particulierement non favorables et dans de rares cas, la répétition
de processus pro-oxydants et pro-adhésifs pourrait étre a I'origine d'événements
déléteres et majorer le risque de survenue des complications associées a |'exercice

aigu (Martin et al., 2015).

Les nombreux changements métaboliques induits par l'exercice aigu ont
amené les professionnels de santé a déconseiller la pratique d'une activité sportive a
leurs patients drépanocytaires (Connes et al., 2011). L'anémie entraine une transition
plus rapide du métabolisme aérobie vers I'anaérobie lors de I'exercice. Il y a alors une
forte production d'acide lactique et, par effet « Bohr » (Figure 9), la désoxygénation
de I'HbS est potentialisée ainsi que le risque de polymérisation et d'occlusions
microvasculaires (Moheeb et al., 2007). La déshydratation liée a I'exercice a tendance
a concentrer I'HbS au sein du GR pouvant contribuer a la falciformation (Platt, 1982).
L'exercice provoque également une hypoxie tissulaire qui, chez les S/S, est
susceptible d'accroitre le risque d'apparition d'évenements vaso-occlusifs (Connes et
al, 2011). En plus de ces risques existants, plusieurs études rapportent une
intolérance a l'exercice chez les drépanocytaires. En 1994, Millis et al. décrivent une
altération de la performance lors d'activités physiques courantes (épreuves de nage
et de course en sac) chez des enfants atteints de drépanocytose (Millis et al., 1994).
L'un des facteurs majeurs limitant I'aptitude physique serait la sévérité de I'anémie en
lien avec les anomalies pulmonaires restrictives et la frequence des crises thoraciques
aiglies (Liem et al, 2009). En effet, une étude montre une VO, pic et un seuil
anaérobie diminués en réponse a un test cardio-pulmonaire maximal (CPET : Cardio
pulmonary Exercise Testing) chez toutes les patientes incluses (Callahan et al., 2002).

La plupart affichait en plus, une hausse anormale du gradient alvéolo-artériel et une
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incapacité a diminuer le ratio Vp/Vr (Vp: volume mort; Vr: volume courant) a
I'exercice suggérant des désordres pulmonaires chez cette sous-population. D'autres
ne présentaient pas de problémes pulmonaires mais une fréquence cardiaque de
réserve élevée en réponse a l'exercice maximal. Or, ce parametre, associé avec une
VO, pic et un seuil anaérobie faibles, est généralement signe d'anomalies vasculaires
périphériques (Callahan et al., 2002). Dans leur étude, Moheeb et al. ont étudié les
réponses physiologiques a des exercices isotoniques et isométriques chez des enfants
drépanocytaires (Moheeb et al, 2007). Leurs mesures de force et de puissance
anaérobie étaient significativement réduites par rapport aux enfants porteurs d'HbA
ou du trait drépanocytaire. Les sujets ont également participé a un exercice de course
sur tapis roulant pendant 5min au cours duquel la fréquence cardiaque (FC) des
enfants malades était significativement supérieure a celle des enfants
asymptomatiques. Les auteurs en concluent un effet compensatoire de la FC sur les
capacités réduites de transport de l'oxygene dues a l'anémie et aux altérations
microcirculatoires (Moheeb et al., 2007). Ainsi, malgré les aptitudes aérobies limitées
des patients S/S, les tests de tolérance a |'exercice peuvent fournir d'importantes
informations sur des problémes médicaux pernicieux non diagnostiqués en
conditions de repos (Connes et al., 2011). Parmi ces tests, le plus utilisé est le test de
marche de 6 minutes, validé par I'ATS (« American Thoracic Society »), consistant a
réaliser une marche de 6min sur la plus longue distance possible (ATS Statement,
2002). Ce test sert notamment d'indice de la fonction cardio-pulmonaire et
d’'hypertension artérielle pulmonaire chez les patients drépanocytaires (Alameri et al.,
2008; Anthi et al., 2007; Delclaux et al., 2005; Halphen et al., 2014) et est aussi utilisé
afin d'évaluer les potentiels effets bénéfiques d'un agent pharmacologique a visée
thérapeutique chez ces malades (Barst et al., 2010; Machado et al,, 2005; Minniti et al.,
2009).

Malgré une aptitude aérobie réduite chez les patients drépanocytaires, des

études récentes rapportent une absence de complications liées a la maladie lors de
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séances d'exercices aigus sous-maximaux. Une étude portant sur un exercice de
pédalage de 20min réalisé en position couchée a environ 50% de leur puissance pic
révele une absence d‘altération des parametres hématologiques et
hémorhéologiques chez des patients S/S en réponse a l'exercice (Balayssac-Siransy et
al., 2011). Seul le pourcentage de cellules denses a augmenté en réponse a l'exercice
chez ces malades. Ces cellules rigides, sont tres sensibles a I'hémolyse intravasculaire
mais peu adhésives (Kaul and Nagel, 1993) limitant leur risque d'adhérer a
I'endothélium. Cependant, aucune complication clinique n'a été déplorée lors de
I'exercice et pendant la phase de récupération (Balayssac-Siransy et al., 2011). Les
patients ne se sont plaints d'aucune difficulté lors de la réalisation de I'effort ce qui a
permis aux auteurs de conclure qu'un exercice d'intensité modérée ne semble pas
préjudiciable pour ces malades. Waltz et al. étayent ces observations en montrant une
diminution du seuil de désagrégation érythrocytaire dans les 36 et 60 h suivant un
exercice incrémental stoppé a I'atteinte du premier seuil ventilatoire (SV1) (Waltz et
al, 2012). Les auteurs concluent alors a un effet retardé mais potentiellement
bénéfique d'un exercice modéré sur le flux sanguin microcirculatoire puisque les GRs
seraient capables de se désagréger a de plus faibles vitesses de cisaillement. En
parallele, Faes et al, ont mesuré des marqueurs de l'inflammation, du stress oxydant
et du métabolisme du NO sur la méme cohorte de patients que Balayssac et al. (2011)
(Faes et al., 2014). Aucun changement dans les concentrations plasmatiques de sP-
selectine et sE-sélectine n'a été détecte tandis que sVCAM-1 et sICAM-1 étaient plus
concentrés apres |'exercice de 20 minutes. La concentration en MDA augmentait avec
I'exercice chez les sujets sains et les patients drépanocytaires alors que les autres
marqueurs du stress oxydant (AOPP, FRAP : Ferric reducing antioxidant power, GPx,
SOD, catalase) n'évoluaient pas avec l'exercice (Faes et al., 2014). Bien que les taux de
NOx (Nitrite/Nitrate) fussent inférieurs chez les patients S/S, ils sont restés inchangés
apres l'exercice dans les deux groupes. Sachant que les patients drépanocytaires
n‘ont affiché aucune complication clinique au cours et apres la réalisation de

I'exercice, les auteurs concluent qu'un exercice d'intensité modérée de courte durée
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semble sans danger pour les patients mais émettent des réserves a cause de
I'augmentation de certains marqueurs d'activation endothéliale et du stress oxydant
qui risqueraient d'aggraver la dysfonction endothéliale et la survenue de CVOs. Tres
récemment, Liem et al montrent dans une population pédiatrique drépanocytaire
que malgré des concentrations basales en cytokines pro-inflammatoires et molécules
d'adhérence supérieures par rapport a des sujets controles, un exercice maximal
symptomes-limitant (CPET) n'aboutit pas a une augmentation exacerbée de
I'activation endothéliale ni de I'inflammation chez les malades (Liem et al., 2015b). Le
fait que I'exercice maximal n’ait, de surcroit, eu aucun effet secondaire indésirable
chez les enfants drépanocytaires fournit des arguments preliminaires de I'innocuité
d'un exercice physique intense et bref stoppé dés I'apparition des premiers signes

d'inconfort ou de douleur.

Sur la base des études précédentes, il ne semble pas impératif de proscrire la
pratique d'un exercice chez les S/S; cependant cette pratique nécessite la prise en
compte de considérations importantes. Les sports de contact devraient étre évités
surtout chez les patients présentant une splénomégalie étant donné le fort risque de
rupture de la rate (Jama et al, 2002). Les malades devraient débuter I'exercice
progressivement et s'arréter aux premiers signes de fatigue (Connes et al., 2011) afin
de ne pas avoir a faire face a de potentiels effets déléteres de I'exercice comme une
surproduction de lactate par exemple. D'ailleurs, comme |'ont suggéré les études de
Balayssac et al. (2011) et de Waltz et al. (2012), l'intensité d'exercice ne devrait pas
excéder le seuil anaérobie qui se trouve entre 35 et 60% de VO,max chez les patients
drépanocytaires (Anthi et al., 2007; Callahan et al., 2002). Enfin, la durée de I'effort ne
devrait pas dépasser 20 minutes sans phase de récupération et des mesures
particulieres doivent étre prises lors de la pratique en extérieur pour éviter la
déshydratation qui peut s'avérer étre rapidement dommageable pour les patients

(Connes et al., 2011).
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Figure 26. Balance pro/antioxydants au repos vs. a l'exercice aigu.

A l'exercice aigu, il y a mise en place d’un stress oxydant via une surproduction de ROS (en
rouge). En vert, sont représentées les enzymes antioxydantes. Fe3* : ion ferrique ; Fe2* : ion
ferreux ; CO: Monoxyde de carbone; HO-1: Héme oxygénase-1; y-GCL : y-glutamyl
cystéine ligase ; LOO : Acide gras (AG) peroxydé ; LOOH : AG réduit ; Vit E : Vitamine E
réactive ; Vit C: Vitamine C réactive ; GPx : Glutathion peroxydase ; GSH : Glutathion
réduit ; GSSG : Glutathion oxydé ; G6PD : Glucose 6-phosphate déshydrogénase ; GSR :
Glutathion réductase ; Keapl : Kelch-like ECH-associated protein-1 ; Nrf2 : Nuclear factor
erythroid-related factor-2 ; ARE : Antioxidant response element ; Oz : anion superoxyde ;
ONOO- : péroxynitrite ; H202 : peroxyde d’hydrogéne; Prx: Péroxyredoxine ; TRx-Ha2:
Thioredoxine réduit; TRx : Thioredoxine oxydé; TR : Thioredoxine réductase; CoQ :
Coenzyme Q ; CoQH : radical Coenzyme Q réduit ; CoQHz : Coenzyme Q réduit.
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B. REPONSES PHYSIOLOGIQUES ET PATHOLOGIQUES A UN EXERCICE
PHYSIQUE REGULIER

L'inactivité physique est un facteur de risque connu pour participer au
développement de nombreuses maladies chroniques (Booth et al.,, 2012). A travers le
monde, 30% des adultes et 80% des adolescents n’'atteignent pas les
recommandations journalieres de 'OMS en matiére d'activité physique (Hallal et al.,
2012). Il est pourtant admis que la pratique réguliere d'une activité physique
contribue grandement a la prévention, a la gestion et méme au traitement d'une
multitude de désordres chroniques incluant notamment I'hypertension (Ketelhut et
al., 2004; Mereles et al., 2006), les maladies coronariennes (Hambrecht et al., 2003;
Taylor et al., 2004), I'obésité (Hill and Peters, 1998; Karlsson et al., 2007), le diabete de

type 2 (Boulé et al,, 2003; Teixeira-Lemos et al., 2011) etc...

L'exercice chronique ou entrainement se définit par la répétition de séances
d'exercice maintenues dans le temps. Il représente un stimulus puissant qui aboutit a
d'importantes adaptations  physiologiques sur les fonctions musculaire,

cardiopulmonaire et vasculaire notamment.

Comme précisé dans le paragraphe lll.A.1.a., un exercice aigu entraine une
hémoconcentration alors que la période de récupération suivant cet exercice est, en
général, associée a une hémodilution persistant plusieurs heures voire plusieurs jours
(Gillen et al., 1991; Irving et al., 1990; Kargotich et al., 1998). Il s'avere méme que plus
la perte de volume plasmatique au cours de |'exercice est forte, plus I'hémodilution
post-exercice est importante (Fellmann, 1992). Cette hémodilution est principalement
due a une augmentation du volume plasmatique et non a une hémolyse. Elle persiste
apres un entrainement expliquant la baisse de I'hématocrite et celle de la viscosité

sanguine communément mesurées chez des sujets entrainés (Brun, 2002; Ernst, 1987;
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Fellmann, 1992; Romain et al., 2011). Cette adaptation particuliere semble, a priori,
paradoxale puisque la performance sportive dépend beaucoup de la capacité de
transport de I'oxygene aux muscles actifs. Or il existe une forte corrélation positive
entre le volume sanguin et l'aptitude physique (Convertino, 1991) ainsi qu'une
corrélation négative entre I'hématocrite et I'aptitude physique de sujets entrainés
(Brun et al., 1989; Brun et al., 2000). Ainsi hémodilution et hypervolémie auraient
comme conséquences physiologiques une réduction des résistances périphériques au
niveau vasculaire et un meilleur retour veineux qui, par la loi de Frank-Starling,
augmentent le volume d'éjection systolique et diminuent la fréquence cardiaque
(Brun et al, 2000; Convertino, 1991). L'hypervolémie permettrait également
d'optimiser la thermorégulation a l'exercice en augmentant le volume de fluide
disponible pour les glandes sudoripares et la surface d'échanges cutanée pour le
transfert de chaleur par évaporation et convection (Convertino, 1991). L'exercice
chronique a, de surcroit, été rapporté pour diminuer le pourcentage de GRs denses et
d'augmenter le VGM (Volume Globulaire Moyen) sans altérer la masse érythrocytaire
suggérant un recyclage accéléré des GRs sénescents (Green et al., 1991; Mairbaurl et
al., 1983). Or les jeunes GRs ont été montré pour étre plus déformables que les vieux
GRs denses (Sutera et al., 1985) ce qui expliquerait la meilleure déformabilité des GRs
mesurée chez des athletes comparés a des sujets sédentaires (Ernst, 1987).
L'augmentation de la fluidité membranaire érythrocytaire optimiserait la diffusion de

I'oxygene aux muscles actifs (Smith, 1995).

Les données de la littérature concernant I'évolution des marqueurs de
I'inflammation et d'adhérence vasculaire avec I'entrainement physique ne sont pas
uniformes au sein de populations de sujets sains. Certains auteurs font état d'une
absence de variations (ou bien d'une trés légere variation sans signification
cliniquement pertinente) du nombre de leucocytes (Gleeson, 2007; Mackinnon, 1997)
et des concentrations plasmatiques en CRP (Camhi et al., 2010; Campbell et al., 2008),

en IL-1B, IL-6 et TNF-a (Stewart et al., 2007) entre des sujets entrainés et non
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entrainés. D'autres montrent généralement une baisse de ces parameétres avec
I'entrainement. Ainsi, sur une large cohorte grecque, Panagiotakos et al. mesurent un
nombre de leucocytes et des taux plasmatiques en CRP, IL-6 et TNF-a plus faibles
chez des sujets pratiquant beaucoup d'activités physiques pendant leur temps libre
par rapport a des sujets inactifs (Panagiotakos et al., 2005). En 2007, Stewart et al
montrent une diminution de la concentration plasmatique en CRP chez des sujets
sédentaires ayant suivi un protocole d’entrainement combiné en aérobie et résistance
sur 12 semaines (Stewart et al., 2007). De plus, sur un suivi de cohorte de 10 ans,
Hamer et al. observent des taux plasmatiques en CRP et IL-6 inférieurs chez des sujets
physiquement actifs par rapport a ceux pratiquant peu d'activité (Hamer et al., 2012).
Enfin, plusieurs études montrent des corrélations négatives entre la concentration
plasmatique en CRP (Church et al., 2002; Ford, 2002) ou en IL-6 (Fischer, 2006) et le

degré d'activité physique (prenant en compte la durée, l'intensité et la fréquence).

Le constat est le méme pour les molécules d'adhérence vasculaire. Alors que
plusieurs études ne détectent pas de différences de concentrations en sP-sélectine
(Wang et al.,, 2005), sICAM-1 (Dstergard et al., 2006; Sabatier et al., 2008) et sVCAM-1
(Dstergard et al., 2006) entre des sujets entrainés (ou physiquement actifs) et des
sujets sédentaires, d'autres montrent une corrélation négative entre se-sélectine ou

sICAM-1 et le degré d'activité physique (Demerath et al., 2001; Rohde et al., 1999).

La grande hétérogénéité des données disponibles quant a I'effet d'un exercice
chronique sur I'expression des cytokines pro-inflammatoires et molécules
d'adhérence chez des sujets sains pourrait s'expliquer par des concentrations basales
déja faibles chez ces derniers. Les taux réduits en début de protocole d’entrainement
justifieraient donc de l'incapacité de la plupart des études a détecter des variations

significatives en post-entrainement.
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Figure 27. Balance pro/antioxydants a lexercice aigu vs. a lexercice
chronique.

L’exposition répétée a une surproduction de ROS (en rouge) caractéristique d'un exercice
aigu stimule l'expression d’enzymes antioxydantes (en vert). Fe3*: ion ferrique ; Fe2*: ion
ferreux ; CO: Monoxyde de carbone; HO-1: Héme oxygénase-1; y-GCL: y-glutamyl
cystéine ligase ; LOO : Acide gras (AG) peroxydé ; LOOH : AG réduit ; Vit E : Vitamine E
réactive ; Vit C: Vitamine C réactive ; GPx : Glutathion peroxydase ; GSH : Glutathion
réduit ; GSSG : Glutathion oxydé ; G6PD : Glucose 6-phosphate déshydrogénase ; GSR :
Glutathion réductase ; Keapl : Kelch-like ECH-associated protein-1 ; Nrf2 : Nuclear factor
erythroid-related factor-2 ; ARE : Antioxidant response element ; Oz~ : anion superoxyde ;
ONOO- : péroxynitrite ; H202 : peroxyde d’hydrogéne ; Prx: Péroxyredoxine ; TRx-H2 :
Thioredoxine réduit; TRx: Thioredoxine oxydé; TR : Thioredoxine réductase; CoQ :
Coenzyme Q ; CoQH- : radical Coenzyme Q réduit ; CoQHz : Coenzyme Q réduit.
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Des nombreuses études (décrites en Ill.A.1.c.) ont établi que l'exercice aigu
impose un stress physique qui génére un déséquilibre de la balance oxydative en
faveur d'une production de ROS (Fisher-Wellman and Bloomer, 2009). Cependant, sur
le long terme, une exposition répétée a un niveau modéré de stress oxydant
conduirait a des adaptations physiologiques favorables pour la santé générale (Figure
27). Ce phénomene se base sur le principe d’hormese désignant une réponse de
stimulation des défenses biologiques a des expositions répétées de faibles doses
d'agents générateurs de stress, alors qu'a fortes doses la réponse est inhibitrice
(Gomez-Cabrera et al, 2008). De ce fait, méme si 'augmentation en produits de
peroxydation lipidique observée chez des sujets entrainés (Balakrishnan and
Anuradha, 1998; Falone et al., 2010; Gougoura et al,, 2007; Santos-Silva et al., 2001)
parait, a priori, délétere, elle serait nécessaire pour stimuler les défenses
antioxydantes et donc promouvoir les effets bénéfiques d'un exercice chronique
(Fisher-Wellman and Bloomer, 2009). Une multitude de travaux corrobore cette
assertion via des mesures d'activité d'enzymes antioxydantes aussi bien sur des
modeles animaux que chez I'Homme. Ainsi, l'activité de la SOD totale est
généralement potentialisée par I'entrainement dans les muscles oxydatifs (e.g. soleus)
(Criswell et al., 1993; Higuchi et al., 1985; Pinho et al., 2006; Powers et al., 1994),
mixtes (e.g. gastrocnemius, vastus lateralis) et glycolytiques (e.g. quadriceps) ainsi que
dans les erythrocytes (Balakrishnan and Anuradha, 1998; Djordjevic et al., 2011; Elosua
et al., 2003). Comme I'ont montré Higuchi et al. et Majerczak et al,, cette hausse de
I'activité globale de la SOD avec I'entrainement serait essentiellement due a la SOD
d’'origine mitochondriale (SOD2 ou MnSOD) et non a la SOD cytosolique (SOD1,
Cu/ZnSOD), supportée par le fait que la mitochondrie est le siege majeur de
production de ROS (Higuchi et al., 1985; Majerczak et al., 2010). De facon similaire,
une activité supérieure de GPx a été observée dans les muscles soleus (Criswell et al.,
1993) et gastrocnemius (Powers et al, 1994) de rats entrainés sur tapis roulant et

dans le plasma humain aprés 16 semaines d’'entrainement aérobie sur ergocycle
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(Elosua et al., 2003). De plus, dans une étude épidémiologique transversale, Covas et
collaborateurs montrent une association entre ['activité physique et ['activité
érythrocytaire de SOD ou GPx (Covas et al., 2002). Les mécanismes moléculaires a
I'origine de la stimulation de ces enzymes impliqueraient notamment NF-kB (Gomez-
Cabrera et al., 2008). Dans leur étude, Ji et al. proposent que les ROS produits au
cours de chaque séance d'exercice activent spécifiquement la voie de signalisation du
NF-kB dont I'expression musculaire est maximale entre 2h et 4h post-exercice puis
diminue de nouveau dans les 48h post-exercice chez des rats soumis a un exercice
incrémental exhaustif (Ji et al, 2004). Par la suite, la méme équipe complete les
observations précédentes en rapportant une activation de la voie des MAPK en
réponse a |'exercice qui activerait le NF-kB stimulant a son tour la transcription de la
MnSOD et de GPx qui disposent d'un site de liaison a celui-ci dans la région
promotrice de leur genes (Gomez-Cabrera et al., 2005; Gomez-Cabrera et al., 2008).
En 2009, George et al complétent ces données en montrant une élévation
concomitante de NF-kB et du facteur cytoprotecteur Nrf2 associée a une activité
d'HO-1 et de SOD supérieure ainsi qu'a une diminution du MDA en réponse a 12
semaines d’'entrainement sur tapis roulant chez des rats agés (George et al., 2009).
Les auteurs concluent que l'augmentation de deux facteurs NF-kB et Nrf2 est
nécessaire a la stimulation des systemes antioxydants en réponse a I'entrainement
sportif. L'entrainement a intensité modérée a donc un effet protecteur puisqu'il
génere suffisamment de stress oxydant pour amorcer I'expression de défenses
antioxydantes mais ce stress n'est pas trop important pour causer des dommages

cellulaires (Gomez-Cabrera et al., 2008).

Des épisodes réguliers d’augmentation du flux sanguin avec l'entrainement
physique améliorent la fonction endothéliale (Figure 28). Le principal mécanisme
sous-jacent implique correspond a une production accrue de NO médiée par une
augmentation de la production d'’eNOS (Di Francescomarino et al., 2009). Néanmoins

la durée de I'entrainement physique influerait sur la modulation de la réponse de
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I'endothélium a la hausse du flux sanguin. A la suite d'un entrainement de courte
durée, la réponse dilatatrice des vaisseaux est essentiellement médiée par la
surproduction du NO tandis qu'un entrainement a long terme conduit a un
remodelage structural des arteres (Figure 28) (Di Francescomarino et al., 2009). En
effet, un entrainement a court terme (2-4 semaines) réalisé chez des rats a montré
une synthese élevée de NO par |'endothélium musculaire accompagnée d'une
réponse vasodilatatrice potentialisée par |'acétylcholine mais pas par le nitroprussiate
de sodium (SNP). Ceci suggere une réponse endothélium-dépendante et non une
hypersensibilité des cellules musculaires lisses au NO suite a I'entrainement (Sun et
al., 1994). D'autres études ont décrit une expression protéique d'eNOS augmentée
dans l'artére pulmonaire de porcs apres un entrainement d'1 semaine (Johnson et al.,
2001) et dans I'aorte de rats entrainés pendant 4 semaines (Delp and Laughlin, 1997).
Parallelement, un entrainement de 3-4 semaines améliore la dilatation dépendante
du flux sanguin (FMD : Flow-mediated dilation) dans les arteres du muscle plantaris
de rats mais pas dans les arteres mésentériques peu soumises a la hausse des
contraintes de cisaillement dues a I'hyperémie lors d'un exercice physique (Sun et al,
1998). Contrairement a des entrainements de courte a moyenne durées, les travaux
réalisés sur des entrainements de plusieurs mois ne détectent généralement pas de
réponse vasculaire médiée par le NO. Apres 16-20 semaines d'entrainement, la
vasodilatation dépendante du NO n’était pas modifiée chez des porcs (McAllister et
al., 1996) ni chez des rats malgré une meilleure compliance artérielle (Kingwell et al.,
1997). L'expression d'eNOS semble également dépendante de la durée de
I'entrainement puisqu’aucune modification de cette derniere n'était observée dans
I'artere pulmonaire de porcs entrainés pendant 16 semaines (Johnson et al., 2001). Un
remodelage des vaisseaux apparait évident a l'issue d'un entrainement sur une
longue période, suggéré par un accroissement du diametre de I'artére coronaire chez
des singes entrainés pendant 1an et demi (Kramsch et al, 1981), chez des rats
entrainés pendant 10 semaines (Leon and Bloor, 1968) et chez des chiens entrainés

pendant 12 semaines (Wyatt and Mitchell, 1978). Cette adaptation spécifique aurait

112



IIl - Réponses inflammatoires, oxydantes et vasomotrices a l'exercice aigu et chronique dans la Drépanocytose

pour fonction de contrebalancer les effets des contraintes de cisaillement sur
I'endothélium liées a I'exercice permettant au métabolisme du NO de revenir a des

niveaux basaux (avant entrainement) (Di Francescomarino et al., 2009).

Entrainement Enirainement
court=moyen terme long terme

Exercice Aigu

.‘ V/"A
; /Endothélium

Cellules

Figure 28. Evolution du métabolisme du NO avec l'entrainement.

L’augmentation des contraintes de cisaillement lors d'un exercice aigu active
mécaniquement la NO synthase endothéliale (eNOS) qui produit du NO et entraine une
vasodilatation locale via la voie du GMPc (Guanosine monophosphate cyclique). Lors d'un
entrainement a moyen terme, la répétition fréquente de séances d’exercice, exacerbe ce
meécanisme. Sur le long terme, il y a un remodelage vasculaire en faveur d’'un élargissement
des vaisseaux, le mécanisme impliquant le NO est de ce fait moins utilisé. Tiré et adapté de
(Di Francescomarino et al., 2009).

2. Adaptations a I'entrainement chez des porteurs d'hémoglobine S
a. Réponses a lexercice chronique chez les porteurs du trait

drépanocytaire
Les effets visiblement fluidifiants de I'entrainement physique sur le sang de

sujets sains décrits en Ill.B.1.a., semblent se retrouver chez les PTD. Récemment, Diaw
et al. ont montré une baisse d’'hématocrite sans modulation du nombre de GRs chez
des PTD entrainés régulierement depuis plus de 3 ans comparés a des sujets PTD ne

pratiquant aucune activité sportive (Diaw et al, 2015b). Dans cette cohorte
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sénégalaise, I'entrainement avait également pour effet de diminuer les viscosités
sanguine et plasmatique a forte vitesse de cisaillement (225s" et 750s’
respectivement) et d'augmenter le ratio hématocrite/viscosité (HVR), indice de
I'efficacité du transport de 'O, par les érythrocytes (Bogar et al., 2005; Bowers et al,,
2008; Connes et al., 2013b; Detterich et al., 2013). De la méme fagon, dans une étude
réalisée au sein de notre laboratoire nous avons observé une baisse de la viscosité
sanguine et une hausse du HVR chez des souris SAD apres un entrainement
volontaire de 8 semaines sur roue d'activité (Faes et al., 2015). Ainsi dans la mesure
ou une viscosité sanguine élevée est un facteur risque de formation de CVOs
(Lamarre et al,, 2012), une baisse de cette derniere associée a une augmentation du
HVR par I'entrainement pourraient améliorer la perfusion tissulaire, limiter les
résistances vasculaires et donc réduire les risques de survenue de complications apres

un exercice intense.

Alors que les effets positifs de I'entrainement sur l'inflammation sont débattus
chez des sujets sains, un grand nombre d'études ont établi le role anti-inflammatoire
et anti-adhésif de I'exercice chronique dans une multitude de maladies tels que le
diabéte (Zoppini et al, 2006), le syndrome métabolique (Stensvold et al, 2012),
l'obésité (Kawanishi et al, 2010), I'hypertension (Hjelstuen et al, 2006),
I'hypercholestérolémie (Yang and Chen, 2003), I'insuffisance cardiaque (Bjgrnstad et
al., 2008) et rénale (Howden et al, 2012), I'asthme (Pastva et al., 2004). De facon
surprenante, ce n'est que récemment que I'impact de I'entrainement sur les processus
inflammatoires et pro-adhésifs a été étudié chez les PTD. Ainsi la pratique d'une
activité physique reguliere limiterait |'activation endothéliale, avec une diminution de
sVCAM-1 plasmatique au repos et en réponse a un stress aigu et via une moindre
concentration de sE-sélectine et sP-sélectine pendant la récupération (Aufradet et al.,
2010). En parallele, notre équipe a mis en évidence une réduction de I'expression
pulmonaire de P-sélectine et de VCAM-1 chez des souris SAD entrainées soumises a

un stress d’hypoxie/réoxygénation (Aufradet et al., 2014). Ces données appuient
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I'hnypothese d'une réduction du risque de déclenchement d'accidents vaso-occlusifs
par |'entrainement physique grace a une moindre activation endothéliale et une

inflammation limitée chez les PTD.

A notre connaissance, une seule étude, réalisée au sein de notre laboratoire,
s'est intéressée a l'effet d'un entrainement physique sur le stress oxydant chez des
PTD. Chirico et al. ont mesuré en réponse a un exercice maximal, un statut pro-
oxydant moins important reflété par une diminution des concentrations plasmatiques
en AOPP et en protéines carbonylées chez des PTD pratiquant au minimum 8h de
football par semaine depuis plusieurs années comparés a des PTD sédentaires
(Chirico et al., 2012). L'entrainement régulier a également augmenté l'activité de la
SOD en réponse a l'exercice maximal chez ces sujets PTD. L'exercice chronique
pourrait ainsi corriger les dommages vasculaires modérés liés a la présence d'HbS
chez les hétérozygotes. Cette hypothese est étayée par une hausse des NOx et une
réduction du taux de nitrotyrosine dans le plasma de sujets PTD entrainés en réponse
a un exercice maximal (Chirico et al., 2012). Une augmentation de la production du

NO apres I'entrainement physique améliorerait la fonction vasculaire des PTD.

Dans le paragraphe précédent, nous avons pu constater que chez les PTD,
I'exercice chronique semble réduire |'activation endothéliale, la viscosité sanguine et
le stress oxydant et améliorer le métabolisme du NO. Il est donc raisonnable
d'émettre I'nypothese qu'une activité physique réguliére aurait des effets bénéfiques
semblables chez des patients drépanocytaires homozygotes. Pourtant les inquiétudes
des professionnels de santé face a la pratique d'une activité sportive, étant
susceptible d'amplifier voire générer des CVOs chez le S/S, ont longtemps restreint le
champ d'étude. Jusqu'alors, seules quelques études basées sur des programmes de

réhabilitation ont été réalisées. En 1984, Alcorn et al. démontrent qu'un traitement
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par fluidothérapie'* associé a des activités récréatives de renforcement et
d'endurance de 10-30min, réduisait le temps d’hospitalisation d’enfants S/S en état
de crise (Alcorn et al., 1984). Plus réecemment, une étude de cas a été menée sur une
patiente drépanocytaire homozygote de 32 ans souffrant de crises douloureuses
fréquentes et intenses et qui a bénéficié d'un programme de réhabilitation physique
de 2 séances de 45min d'aquagym par semaine sur 5 semaines (Tinti et al., 2010). A
l'issue des 10 sessions, les douleurs éprouveées étaient significativement réduites et
ses capacités pulmonaires inspiratoires ainsi que sa qualité de vie générale s'étaient
améliorées. De facon regrettable, les bénéfices d'un tel programme n'ont pas été
testés sur une plus large cohorte de patients. Au début des années 2000, Barbeau et
al. sont les premiers et les seuls depuis, a s'intéresser aux parameétres inflammatoires
et vasculaires en réponse a l'entrainement chez des patients drépanocytaires
homozygotes (Barbeau et al., 2001). Les 3 jours consécutifs d'une 1/2h de course sur
tapis roulant a 65-75% de FCmax n'ont pas affecté les marqueurs pro-inflammatoires
ET-1, IL-6 et CRP et ont augmenté la concentration en produits finaux du NO chez les
patients S/S. L'accumulation de réserves en NO et l'absence de réaction
inflammatoire a I'exercice suggerent alors de moindres risques de formation de
CVOs. Ainsi, malgré les résultats prometteurs de ces quelques études quant au réle
protecteur de l'exercice physique régulier, des études complémentaires sont
nécessaires avant d'affirmer qu'un entrainement sportif ne présente aucun risque

pour la santé des patients drépanocytaires.

11 . , . . . N . N . .
Immersion d'un membre dans une unité qui produit de la chaleur séche visant a augmenter la circulation locale
et soulager la douleur
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IV. INFLUENCE DE LA VOIE DES RECEPTEURS AUX AGES SUR LE STRESS OXYDANT,
L' INFLAMMATION ET LA B1oDISPONIBILITE DU NO DANS LA DREPANOCYTOSE

A. MECANISMES D’'ACTION DE LA VOIE AGE/RAGE

Les sucres circulants tels que le glucose, le galactose et le fructose sont
capables de réagir de facon non-enzymatique avec les groupements amine des
protéines, lipides et acides nucléiques pour générer, a la suite d'une chaine de
réactions complexes, des AGEs (Advanced Glycation End products), produits avances
de la glycation (Ahmed, 2005). Lorsque le groupement carbonyle d'un sucre s'associe
avec le groupement amine (des résidus lysine et arginine principalement) d'une
protéine, il y a formation d'une base intermédiaire de Schiff qui pourra se réarranger
en produit d’Amadori (e.g. fructosamine, hémoglobine glyquée A;.) plus stable, via la
réaction de Maillard (Figure 29) (Gkogkolou and Bohm, 2012). Tous deux constituent
des produits précoces de la glycation dont la formation est réversible. Les produits
d'Amadori ont ensuite plusieurs devenirs possibles mais irréversibles : soit donner des
a-oxoaldéhydes, intermédiaires carbonylés hautement réactifs, soit donner des AGEs
par voie oxydante (e.g. carboxyméthylysine : CML, pentosidine) ou par voie non-
oxydante (e.g. pyrraline) (Singh et al.,, 2001). Les composés a-oxoaldéhydes que sont
le glyoxal, le méthylglyoxal et le 3-désoxy-glucosone, formeront a leur tour des AGEs,
par voie non-oxydante le GOLD (glyoxal-lysine dimer), le MOLD (methylglyoxal lysine
dimer) et le DOLD (deoxyglucasone-lysine dimer) respectivement ainsi que de la CML
et de la pentosidine par voie oxydante (Singh et al., 2001). En plus d'étre issus des
produits d’Amadori, les intermédiaires a-oxoaldéhydes peuvent étre générés par
I'auto-oxydation de glucose/bases de Schiff (Basta et al., 2004), suite a la
peroxydation lipidique (Ahmed, 2005), ou bien comme sous-produits de la voie des
polyols transformant le glucose en sorbitol puis fructose (Singh et al., 2001). Les
groupements amines des bases purines -adénine et guanine- de I'’ADN peuvent

également aboutir a la glycation et formation d’AGEs en réagissant avec des sucres
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réactifs intracellulaires (Baynes, 2002). Enfin, les AGEs sont susceptibles d'étre
produits par association entre un sucre et les groupements amines de phospholipides

tels que la phosphatidyléthanolamine et la phosphatidylsérine (Vlassara, 1996).

Polyol SORBITOL < GLUCOSE | + Amino group of protein
Pathway
FRUCTOSE
DEGRADIATION
(/"
LIPID Fructose-3-Phosphate v
Peroxidation
Tn vivo CHIFF'S Early glycation
sources of < Via Via /s BASE product
a-oxoaldehydes fragmentation catabolism
of Triose of Ketone DEGRADATION
Phosphate bodies or
_ Threamine Intermediate
AMADORI PRODUCT  £lYeation
eg ‘ product
Fructosamine .
v v Classic
a-oxoaldehydes { | GLYOXAL METHYLGLYOXAL 3-DG |p a-oxoaldehydes ¢ Rearrangement
v v
CML CEL PYRRALINE Oxidative pathway ~ Non-oxidative pathway
GOLD MOLD DOLD /\ l
ADVANCED GLYCATED END-PRODUCTS CML PENTOSIDINE PYRRALINE

ADYANCED GLYCATED END-PRODUCTS
Figure 29. Voies de formation des AGEs.
A partir du glucose, la formation réversible de produits d’Amadori crée des AGEs
irréversibles par voie oxydante ou non oxydante. La voie des polyols et la peroxydation

lipidique entrainent la formation d’intermédiaires a-oxoaldéhydes (glyoxal, méthylglyoxal et
3-désoxy-glucosone) et qui donnent au final des AGEs. Extrait de (Singh et al., 2001).

Le récepteur aux AGEs est un ligand protéique transmembranaire de la
superfamille des immunoglobulines. Dans sa forme complete, RAGE contient un
domaine N-terminal extracellulaire de type V (variable) qui fixe les ligands, deux
domaines extracellulaires de type C (constant), une hélice transmembranaire et un
domaine C-terminal cytosolique permettant la signalisation cellulaire (Xie et al., 2013).
Il existe deux autres formes tronquées de RAGE provenant d'un épissage alternatif du
gene codant pour RAGE (Bierhaus et al,, 2005) : le variant 1, sRAGE (soluble RAGE),
sans domaine cytosolique et par conséquent sans transduction du signal qui

fonctionne alors comme récepteur « leurre » et inhibiteur compétitif de la forme
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complete ; le variant 2 sans domaine de type V qui fixe le ligand et serait donc
incapable de répondre a un stimulus. Le rdle, a priori inutile de ce variant, est sujet a
controverse et I'étude d'Hudson (2008) montre méme qu'il ne serait pas traduit en

protéine mais plutdt dégradé au stade ARNm (Hudson et al., 2008).

RAGE est hautement conservé entre les especes puisque la séquence humaine
d'acides aminés partage 90% d’homologie avec le boeuf (Neeper et al.,, 1992) et 78%
avec la souris (Kalea et al., 2009) et est exprimé sur une grande variété de types
cellulaires (Basta et al., 2004). Via une analyse détaillée en immunohistochimie sur des
tissus bovins, Brett et al (1993) décrivent une présence de RAGE sur des cellules
endothéliales, cellules musculaires lisses, phagocytes, hépatocytes, cardiomyocytes,
cellules mésengiales rénales et neurones ainsi qu'une forte expression dans
I'ensemble du tissu pulmonaire (Brett et al., 1993). L'expression de RAGE peut étre
régulée par un large panel de ligands (Schmidt et al., 2000) et contrairement a la
plupart des récepteurs qui sont régulés négativement lorsque la concentration en
ligands augmente, l'interaction ligand-RAGE active d'autant plus l'expression de
RAGE (Basta, 2008). Parmi ces ligands, outre les AGEs, on retrouve les membres de la
famille des HMGB1 (High Mobility Group Box 1), et plus particulierement
I'amphotérine, classée comme ligand pro-inflammatoire des RAGEs (Basta, 2008).
L'amphotérine stabilise la formation du nucléosome et est impliquée dans la
régulation de la transcription. Elle est exprimée de facon constitutive mais élevée
dans le noyau des cellules de la rate, des cellules endothéliales, des phagocytes et en
plus faible quantité dans les hépatocytes et cellules musculaires lisses (Mdiller et al.,
2004). Cette protéine nucléaire pourra étre libérée soit passivement par les cellules
lésées ou apoptotiques et induire une réponse inflammatoire en se fixant sur le RAGE
des cellules immunitaires avoisinantes (Basta, 2008); soit activement par les
phagocytes apres stimulation par I interféron-y ou le TNF-a (Kalinina et al., 2004). Les

protéines de la famille des S100/Calgranulines sont également capables d'interagir
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avec les RAGEs (Schmidt et al, 2000). Ces protéines de faible poids moléculaire
subissent un changement conformationnel lorsqu'elles fixent le calcium, qui crée
deux zones symétriques hydrophobes et permet leur interaction avec le domaine C
du RAGE (Basta, 2008). Les S100/Calgranulines sont produits de fagon endogéne par
les leucocytes mais peuvent étre induits par les cellules musculaires lisses et
endothéliales en conditions pathologiques (Bowman and Schmidt, 2011). L'effet pro-
inflammatoire des S100/Calgranulines réside notamment dans leur réle dans
I'interaction entre les leucocytes et I'endothélium. Leur libération excessive par les
phagocytes au niveau d'un site inflammatoire induit une rétroaction positive facilitant
le recrutement de phagocytes supplémentaires (Basta, 2008). L'ensemble de ces
ligands sont alors susceptibles d'initier des altérations micro- et macrovasculaires et
la grande diversité de type cellulaire exprimant RAGE justifie du rdle

physiopathologique essentiel de ces récepteurs dans les vasculopathies.

B. EFFETS INTRACELLULAIRES PHYSIOLOGIQUES DE L’INTERACTION
LIGAND-RAGE

L'une des conséquences majeures de l'activation du RAGE est la genese d'un
stress oxydant via la production accrue de ROS, qui augmenterait en retour la
formation d’AGEs conduisant a |'expression d'encore plus de RAGEs (Farmer and
Kennedy, 2009). Les premiers indices de ce processus ont été démontrés par Yan et
al. grace a I'augmentation de la production de MDA et de TBARS (Thiobarbituric Acid
Reactive Substances) apres infusion d’AGEs, isolés a partir de plasma diabétique sur
des cellules endothéliales en culture et des tissus (poumons et foie) de rat (Yan et al.,
1994). Un traitement préventif de ces animaux avec des anticorps anti-RAGE ou des
antioxydants bloquaient les effets des AGEs infusés. L'implication de la NADPH
oxydase dans la voie des AGEs a ensuite été suggérée par Wautier et al. en 2001,

lorsque dans leur étude, des macrophages issus de souris déficientes pour gp91P"
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sous-unité de la NADPH oxydase, étaient incapables de produire du facteur tissulaire
(TF) apres incubation avec des AGEs alors que des macrophages sauvages en
produisaient (Wautier et al, 2001). Par la suite, I'étude de Zhang et al (2006) a
confirmé le lien AGE/NADPH oxydase/ROS, en montrant une production exacerbée
de ROS, dépendant de la NADPH oxydase dans des cardiomyocytes de rat apres
stimulation avec de l'albumine glyquée (Zhang et al., 2006). L'activation de la voie
AGE/RAGE semble également contribuer a I'amplification du stress oxydant en aval
de la NADPH oxydase en réponse a l'induction d'anions superoxyde mitochondriaux
(Coughlan et al., 2009). Dans cette étude, une infusion d’AGEs ou une surexpression
transitoire des RAGEs ont conduit a une augmentation de la perméabilité
mitochondriale et a une déficience du complexe | de la chaine de transport des
électrons dans des cellules rénales de rats sains. Ces deux phénomeénes étaient
abrogés in vitro et in vivo apres inhibition pharmacologique des AGEs (Coughlan et
al, 2009). Les AGEs ont également été décrits comme des accélérateurs des
dommages liés a l'ischémie/reperfusion. Des cellules endothéliales cardiaques de rat
incubées avec des AGEs avant de subir une ischémie/reperfusion affichaient une
augmentation de la libération de LDH, de I'activité caspase, d'iINOS, de la production
d'O, et une inactivation de la thiorédoxine, molécule cytoprotectrice, par rapport a
des cellules sans AGEs et/ou sans I/R (Liu et al., 2011). Les mécanismes de défenses
antioxydants semblent donc eux aussi touchés par I'activation de la voie des AGEs. En
1997, Bierhaus et al. avaient déja fait cette observation sur des cellules endothéliales
bovines en culture, incubées avec des AGEs chez lesquelles les concentrations en

glutathion réduit et acide ascorbique étaient altérées (Bierhaus et al., 1997).

De par sa capacité a reconnaitre des structures tertiaires plutét que des
séquences d'acides aminés et étant exprimé dans les tissus et types cellulaires

impliqués dans la réponse immunitaire, RAGE est identifié comme récepteur de
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reconnaissance de motifs moléculaires ou PRR (« Pattern Recognition Receptor »)
(Chavakis et al., 2004). Cette famille de récepteurs dont font partie, entre autres les
TLRs (« Toll-like Receptors »), fixent deux grandes classes de molécules, les motifs
moléculaires associés aux dégats cellulaires, DAMPs (« Damage-associated molecular
patterns ») qui englobent notamment les AGEs, HMGB1 et les S100/Calgranulines ; et
les motifs moléculaires associés aux pathogenes, PAMPs (« Pathogen-associated
molecular patterns »), dont le plus connu est le LPS (lipopolysaccharide). L'association
de ces molécules avec un PRR va déclencher une cascade de signalisation aboutissant
a la production de cytokines pro-inflammatoires et donc a une inflammation aigte

localisée (Figure 30) (Escamilla-Tilch et al., 2013).

g RAGE
Cellule kine:
L Cytokines
endothéliale pro-inflammatoires
TNF-a.
IL-1
IL-6

Molécules d’adhésion
VCAM-1
ICAM-1

Figure 30. Voie de signalisation du RAGE.

L’activation du RAGE stimule diverses voies de signalisation (NADPH oxydase, PI3 Kinase,
MAP Kinase) qui aboutissent a la translocation nucléaire du facteur de transcription NF-kB.
Ce dernier se fixe sur son promoteur situé sur de nombreux génes codant pour les cytokines
pro-inflammatoires et molécules d’adhérence vasculaire. Adapté de (Goldin et al., 2006).
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Une fois activé, le RAGE déclenche diverses cascades de signalisation cellulaire
dont la voie des MAPKs (Mitogen-activated Protein Kinases), la voie de la PI3K
(Phosphatidylinositol-3 Kinase) et le complexe NADPH oxydase générant des ROS,
seconds messagers de signalisation (Figure 30) (Basta et al.,, 2005; Lin et al., 2009). La
conséquence de l'activation de ces trois voies aboutit a la stimulation du facteur de
transcription redox-sensitif, NF-kB. En conditions basales, NF-kB est séquestre dans le
cytoplasme par le complexe inhibiteur IkB (Sun and Andersson, 2002). L'arrivée d'un
stimulus entraine la phosphorylation et I'activation d'IKK (IkB kinase) qui phosphoryle
sur des résidus sérine le complexe |kB, alors reconnu et ubiquitinylé par une
ubiquitine ligase E3 (Sun and Andersson, 2002). kB, ainsi dégradé par le protéasome,
relache NF-kB qui sera libre de transloquer dans le noyau ou il se fixera sur la région
promotrice de nombreux genes codant pour des cytokines pro-inflammatoires (IL-18,
IL-6, TNF-a), des molécules d’adhérence (sélectines, VCAM-1, ICAM-1), des facteurs
angiogéniques (VEGF, HIF-1a), de facteurs coagulants (Facteur tissulaire), de

I'endothéline-1 et de RAGE lui-méme (Goldin et al., 2006).

En 1993, Schmidt et al montrent in vitro l'implication du RAGE dans le
recrutement leucocytaire (Schmidt et al., 1993). Effectivement, en plus de I'activation
de NF-kB et de ses cibles pro-inflammatoires, RAGE a été décrit comme étant un
récepteur analogue des intégrines leucocytaires (Chavakis et al., 2003). Dans cette
étude réalisée chez un modele murin de péritonite, la transmigration des
neutrophiles était réduite chez les souris prétraitées avec des RAGEs solubles (sSRAGE)
ou des souris RAGE”". Dans cette méme étude les auteurs ont montré une interaction
specifique de Mac-1 avec des sRAGEs, interaction qui était favorisée apres ajout du
ligand de RAGE, la s100B. RAGE participe également a la migration leucocytaire par
un second mécanisme : la potentialisation de I'interaction Mac-1/ICAM-1 (Orlova et

al., 2007). Ici, les auteurs observent in vitro, que I'amphotérine promeut une adhésion
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de Mac-1 sur ICAM-1 endothélial de facon RAGE-dépendante (Orlova et al., 2007). In
vivo, RAGE agit de maniere synergique et redondante avec ICAM-1 dans |'adhésion

des leucocytes a I'endothélium via Mac-1 (Frommhold et al., 2010).

Comme les AGEs semblent particulierement actifs au niveau endothélial, la
question de leur effet sur le tonus vasculaire a également été adressée. Bucala et al.
caractérisent l'effet inhibiteur des AGEs sur la vasodilatation endothélium-
dépendante en inactivant le NO (Bucala et al., 1991). In vitro, les auteurs incubent de
la carboxymethylysine dans une solution saturée en NO et observent un piégeage
dose-dépendant du NO. L'étude in vivo, dans laquelle des rats diabétiques (avec de
fortes concentrations en AGEs) traités avec de I'aminoguanidine, un inhibiteur des
AGEs, avaient des réponses vasodilatatrices endothélium-dépendante et
endothélium-indépendante améliorées par rapport aux rats diabétiques sans
inhibiteur, confirme |'observation faite in vitro (Bucala et al, 1991). Plusieurs
mécanismes sous-jacents par lesquels les AGEs modifient le tonus vasomoteur ont
alors été proposés.

» Production de ROS suite a lactivation du RAGE: La production de ROS
secondaire a l'activation des RAGEs, est responsable d'un stress nitrosatif via la
réaction de I'0,” avec le NO pour former du peroxynitrite ONOO". En effet, Bucciarelli
et al. décrivent une moindre production dONOO" chez des rats traités avec des
sRAGEs, inhibiteurs compétitifs des RAGEs membranaires, en mesurant dans le cceur
de ces animaux une baisse de nitrotyrosine, composé issu de la réaction d'ONOO"
avec une tyrosine (Bucciarelli et al.,, 2006). Cette production d'ONOO" via les RAGEs
entrainerait également une augmentation de la nitration de la tyrosine portée par la
prostacycline synthase (PGIS) limitant ainsi la formation de prostacycline et les
phénomenes de vasodilatation subséquents (Zou et al., 2002).

> Altération de la NOS endothéliale : Les AGEs agissent aussi en amont du

piégeage du NO en réduisant la demi-vie de 'ARNm de son enzyme de synthese,
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eNOS (Rojas et al., 2000) et son expression protéique (Chakravarthy et al., 1998).
Néanmoins, la forme non phosphorylée d’eNOS n'étant pas la forme active de
I'enzyme, il est important de savoir ce qu'il en est de la forme phosphorylée. De ce
fait, Xu et al ont observé une diminution de la phosphorylation d’eNOS apres
incubation de cellules endothéliales humaines de veines ombilicales avec des AGEs.
La proportion d'eNOS phosphorylée était restaurée dans ces cellules aprés ajout
d'anticorps anti-CML (Xu et al., 2003).

» L'augmentation d'endothéline-1: En plus d'affecter l'activité des deux
vasodilatateurs majeurs PGl, et NO, les AGEs stimulent la synthese d’endothéline-1,
via NF-kB, dans des cellules endothéliales aortiques bovines incubées avec des
érythrocytes de patients diabétiques (Quehenberger et al.,, 2000). Dans cette étude, la
synthese d'ET-1 était dépendante de la concentration en HbA1. contenue dans les
érythrocytes des patients et était potentialisée apres ajout d'un plasmide
surexprimant le dimere NF-kB p50/p65. Au final, ET-1 déclenchera la vasoconstriction

et amplifiera l'inactivation de PGI, et NO (Beckman et al., 2002).

De par leurs effets multiples et redondants sur les agents vasomodulateurs, les
AGEs constituent des cibles thérapeutiques de choix dans les maladies vasculaires
telles que le diabete de type 2 et I'athérosclérose par exemple (Basta, 2008; Singh et

al., 2014).

Hormis les trois cités précédemment, les RAGEs interviennent dans plusieurs
autres mécanismes cellulaires. Parmi ces mécanismes, une activation des processus
apoptotiques suite a l'interaction des RAGEs avec les AOPPs a été établie dans des
podocytes rénaux (Zhou et al., 2012). Les RAGEs joueraient également un role dans la
prolifération cellulaire via la voie des MAP kinases, dans la migration cellulaire via la

petite protéine G, RhoA et dans I'autophagie via 'AMP kinase (Xie et al., 2013).
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C. L'INTERVENTION DES RAGEs DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE
DREPANOCYTAIRE

Du fait des nombreuses similitudes entre les conséquences
physiopathologiques liées a I'activation des RAGEs et celles liées a I'expression d'HbS,
I'étude de I'impact de ces récepteurs dans la genese du phénotype pathologique de
la drépanocytose semble justifiée. Pourtant tres peu d'équipes se sont intéressées a
cette interaction. Les premieres observations de l'implication des AGEs dans la
maladie ont été faites par Somjee et al. qui ont noté des taux d’AGEs plasmatiques et
érythrocytaires anormalement élevés chez des enfants drépanocytaires (Somjee et al.,
2005). Ce taux n’était en revanche pas plus augmenté chez les enfants en crise
comparés aux enfants a I'état stable suggérant un réle chronique des AGEs plut6t
quaigu et une absence d'implication dans les complications type visco-vaso-
occlusives (Somjee et al, 2005). Les auteurs remarquent en outre, une corrélation
négative entre la concentration érythrocytaire en GSH et la concentration
plasmatique en AGEs. Or, il a été montré qu'une telle association contribuait au
développement de complications microvasculaires dans le diabete (Thornalley et al.,
1996) ce qui peut suggérer que les AGEs sont capables d'entrainer le méme type de
complications chez les patients drépanocytaires. La présence d’AGEs plasmatiques en
exces a été confirmé chez des patients S/S adultes et leur concentration était corrélée
négativement avec I'hémoglobine totale et le taux d'hématocrite et corrélée
positivement avec la concentration en LDH et le pourcentage de réticulocytes (Nur et
al, 2010). Les AGEs auraient donc un réle important dans la physiopathologie des
complications tissulaires liées a I'hémolyse chronique. Une forte corrélation entre la
concentration d'AGEs et celle de VCAM-1 soluble dans le plasma pourrait suggérer
également une implication de la voie du RAGE dans l'activation endothéliale (Nur et
al, 2010). Parallelement, une augmentation des taux plasmatiques dHMGB-1 a été
mesurée chez des souris BERK et chez des patients drépanocytaires, taux qui étaient
d'autant plus élevés lors d'une CVO (Xu et al,, 2014). Dans cette étude, les auteurs se

sont focalisés sur la forte interaction existant entre HMGB-1 et TLR4, un membre de
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la famille des récepteurs « PRR » dont font aussi partie les RAGEs (cf. IV.B.2.). Enfin,
une étude réalisée trés réecemment au sein de notre équipe montre une hausse des
concentrations plasmatiques en AGEs chez des patients diabétiques porteurs du trait
drépanocytaires par rapport a des sujets sains ou PTD mais aussi par rapport a des
patients diabétiques non PTD confirmant le lien physiopathologique entre les AGEs et
I'HbS (Diaw et al., 2015a). Les AGEs étaient associés a la vitesse d'onde de pouls,
parameétre reflétant la rigidité artérielle, ce qui suggere un role potentiel des AGEs
dans le remodelage vasculaire retrouvé dans la drépanocytose (Ravelojaona et al.,

2015).
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Objectifs et hypothéses de travail

Il est aujourd’hui largement admis que l'inflammation et le stress oxydant sont
des acteurs majeurs de la pathogenese drépanocytaire et des multiples complications
organiques associées. Il semble alors indispensable d'établir des stratégies
thérapeutiques visant a limiter ces parameétres ayant un réle délétere chez les patients
atteints par cette maladie. Or comme nous I'avons détaillé dans la revue de littérature
(cf. PARTIE 2 - Ill et 1V), les RAGEs et |'entrainement physique constituent deux voies
distinctes mais prometteuses de modulation favorable des processus inflammatoires,
oxydants et vasomodulateurs dans la drépanocytose. Ce travail de thése vise donc a
apporter des éléments supplémentaires quant a I'implication de ces modalités dans la

physiopathologie drépanocytaire qui n‘ont, a ce jour, pas été suffisamment explorées.

Deux hypotheéses principales ont conduit ce travail de thése : 1) de par ses
effets antioxydants, anti-inflammatoires et limitant les dysfonctions vasculaires
I'exercice physique chronique pourrait limiter le stress oxydant, le profil
inflammatoire et favoriser le métabolisme du NO dans la drépanocytose ; 2) les
RAGEs pourraient jouer un role important dans la physiopathologie
drépanocytaire en majorant le stress oxydant et I'inflammation et en limitant le
métabolisme du NO dans la drépanocytose. Ces hypothéses sont décrites dans
la figure 31 qui détaille les possibles actions des deux approches utilisées sur les

mécanismes physiopathologiques de la drépanocytose.

Les objectifs principaux de ce travail sont de déterminer les effets d'une
activité physique réguliére, d'une part, et d'identifier le role des RAGEs, d'autre part,
dans l'entretien du cercle vicieux de la drépanocytose en se concentrant sur
l'inflammation, le stress oxydant et le métabolisme du NO chez des souris

transgéniques porteuses de la maladie.
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Pour atteindre ces objectifs, quatre études sont présentées dans ce chapitre et
ont pour but d'alimenter la compréhension des mécanismes physiopathologiques
impliqués dans la maladie grace a une approche sportive dans un premier temps
(Etudes 1 et 3) et une approche pharmacologique dans un second temps (Etude 4).
Sachant que I'ensemble des travaux porte sur des réponses tissu-spécifiques aux
différentes interventions appliquées, ils ont tous été effectués sur des modeéles murins

de la maladie.

v' Etude 1: Dans cette premiere étude, |'objectif était de déterminer les effets
d'une activité physique réguliere en réponse a un stress d'hypoxie/réoxygénation
chez des souris drépanocytaires SAD. Pour cela, nous avons mis au point un
protocole d'activité physique volontaire chez un modele murin présentant un
phénotype modéré de drépanocytose. Ces souris développent des complications
caractéristiques de la maladie — particulierement au niveau des poumons - en
réponse a un stress d'hypoxie/réoxygénation qui engendre I'apparition d'occlusions
vasculaires. Le but de ce travail était de déterminer si les marqueurs moléculaires d'un
stress vaso-occlusif pouvait étre réduits par I'entrainement dans le poumon de souris
SAD. Des marqueurs du métabolisme du NO (eNOS, eNOS phosphorylée,
Nitrite/Nitrate) ont alors été mesurés ainsi que ceux du stress oxydant dans le coeur

et de I'hémolyse dans le compartiment plasmatique.

La suite des études a été réalisée sur le modele Townes présentant un phénotype a

l'état stable plus fidele de la drépanocytose que le modele SAD.

v Etude 2 : La souris Townes fait partie des modeéles murins de la drépanocytose,
les plus utilisés a ce jour. Malgré cela, le profil inflammatoire et du stress oxydant n'a
été que peu décrit chez ces animaux au phénotype drépanocytaire tres proche de
celui de 'Homme. Cette deuxieme étude descriptive vise donc a établir le phénotype
moléculaire inflammatoire et du stress oxydant basal des principaux organes affectés

par la maladie chez des souris Townes. Cette étude sert de base aux études suivantes
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en permettant de mieux cibler les voies/molécules d'intérét, susceptibles d'étre
modulées par les diverses interventions. L'expression de marqueurs du stress
oxydant, de molécules d'adhérence vasculaire, de marqueurs pro-inflammatoires et
du métabolisme du NO a alors été quantifiée dans le coeur, les poumons, le foie, les

reins et la rate de souris Townes a |'état stable.

v’ Etude 3: Ce travail a consisté en une investigation de limpact d'un
entrainement sur tapis roulant a intensité modérée chez des souris Townes. En
s'appuyant notamment sur I'étude 2, les mesures ont ciblé les marqueurs du stress
oxydant dans le cceur et le foie, les marqueurs de l'activation endothéliale et de
I'inflammation dans le rein et dans le plasma. Une exploration histologique de la rate
et des dosages des marqueurs de I'hémolyse ont également été opérés afin d'évaluer
de facon la plus exhaustive possible les effets d'un exercice chronique sur un modéle

de souris homozygote pour la mutation drépanocytaire.

v’ Etude 4: Ici, le but était de tester l'implication des RAGEs dans la
physiopathologie drépanocytaire. Pour se faire, nous avons procédé a une inhibition
spécifique des RAGEs grace a un composé pharmacologique antagoniste de ces
récepteurs chez les souris Townes. A lissue de 3 semaines d'injections
intrapéritonéales quotidiennes, nous avons dosés des marqueurs de l'inflammation,
d'activation endothéliale du stress oxydant et du meétabolisme du NO dans les
principaux organes touchés (Cceur, foie, rein) en se basant de nouveau sur les

résultats obtenus dans |'étude 2.
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Figure 31. Actions possibles de l'entrainement et de linhibition des RAGEs
sur les parameétres physiopathologiques drépanocytaires.

En noir, sont identifiés les parameétres généraux qui sont modulés par 'entrainement et/ou
les RAGEs. Sont représentés en rouge les manifestations cliniques de la maladie et en bleu
les mécanismes moléculaires associés. Les approches utilisées et leurs possibles effets sont
indiqués en vert. GB : Globules Blancs ; GR : Globules Rouges ; RAP : RAGE Antagonist
Peptide ; AGE : Advanced Glycation End products ; RAGE : Receptor of AGE ; NF-xB :
Nuclear Factor-kB; I/R: Ischémie/Reperfusion; Entrt: Entrainement; NO : Oxyde
Nitrique ; Oz~ : Anion superoxyde ; MetHb : Methémoglobine ; BH4 : Tétrahydrobioptérine ;
HbS : Hémoglobine S ; Glu : Acide glutamique ; Val: Valine ; Phe : Phénylalanine ; Leu :
Leucine.
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Etude 1 : Le stress oxydant est diminué chez des souris SAD

drépanocytaires physiquement actives

Charrin E., Aufradet E., Douillard A., Romdhani A., De Souza G., Bessaad A., Faes C,,

Chirico E.N., Pialoux V., Martin C.

Publié dans British Journal of Haematology (2014). 168, 747-756
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Dans la drépanocytose, I'exercice physique est quasiment exclusivement utilisé
comme outil de diagnostic pour identifier d'éventuelles anomalies cardiovasculaires
et pulmonaires (Gordeuk et al., 2011; Hostyn et al., 2013; Liem et al., 2015a; van Beers
et al,, 2014). Mais I'émergence de I'exercice régulier comme voie thérapeutique a part
entiere qui limite les complications organiques et améliore la qualité de vie dans de
nombreuses maladies chroniques justifie I'hypothese de ses effets bénéfiques dans la
drépanocytose. Le caractere potentiellement dangereux d'un exercice aigu dans cette
population de malades freine I'avancée des recherches et rend alors nécessaire
I'utilisation préalable de modeles murins. Le phénotype drépanocytaire du modele de
souris transgéniques SAD est peu sévere a l'état stable puisque ces souris
n‘expriment que 19% d’hémoglobine mutée (Trudel et al, 1991) alors que chez les
patients homozygotes ce taux atteint 95%. Cependant, l'association des trois

mutations portées par le transgéne p>*°

conduit a une sensibilité érythrocytaire a la
désoxygénation exacerbée et aggrave donc la sévérité de la maladie, et ce,

particulierement au niveau pulmonaire (De Franceschi et al., 2003).

Deux études recemment réalisées au sein de notre laboratoire se sont
intéressées aux effets d'une activité physique volontaire en roue d'activité sur
I'activation endothéliale pulmonaire et sur la rhéologie sanguine chez des souris SAD
(Aufradet et al., 2014; Faes et al., 2015). Ainsi, la pratique d'une activité physique
réguliere limite I'activation endothéliale pulmonaire, diminue la viscosité sanguine et
augmente le ratio hématocrite/viscosité sanguine, indice reflétant la capacité de
transport de 'O, par les GRs. Ces études ne précisent cependant pas si l'activité
physique module ou non le stress oxydant, I'inflammation et le métabolisme du NO,
facteurs étant fortement impliqués dans la mise en place de la drépanocytose (cf.
PARTIE 2 - Il). Or, comme précisé dans le chapitre Ill.B.1 de ce manuscrit, I'activité
physique est un puissant régulateur de ces 3 parametres physiopathologiques. Ainsi,
il nous a paru intéressant et nécessaire de déterminer si, dans le cadre de la

drépanocytose, l'activité physique était capable d'améliorer les statuts redox,
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inflammatoire et vasomoteur. Des études complémentaires, notamment sur le role de
I'exercice chronique sur le stress oxydant et la biodisponibilité du NO sont, malgré
tout, nécessaires avant de confirmer le pouvoir thérapeutique de I'entrainement dans

la drépanocytose.

Ce travail cible donc des marqueurs du stress oxydant et du métabolisme du
NO en réponse a un entrainement volontaire chez des souris SAD. A I'exercice, le
stress oxydant étant particulierement augmenté dans le coeur, nous avons procédé a
des dosages d'un marqueur de peroxydation lipidique, MDA et d'enzymes
antioxydantes GPx, SOD et catalase dans cet organe chez des souris SAD entrainées
soumises a un stress d'H/R comparées a leurs homologues sédentaires et/ou non
soumis au stress hypoxique. Les effets de |'entrainement physique sur des acteurs du
métabolisme du NO (i.e. eNOS, eNOS phosphorylée et nitrite/nitrate) ont également
été mesurés dans le poumon, organe séverement affecté par le stress vaso-occlusif

d'H/R chez les souris SAD.
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Summary

Oxidative stress plays a crucial role in sickle cell disease (SCD) physiopa-
thology. Given that chronic physical activity is known to decrease reactive
oxygen species (ROS) and increase nitric oxide (NO) bioavailability in
healthy subjects and in patients with cardiovascular or inflammatory
pathologies, modulating these factors involved in the severity of the pathol-
ogy could also be beneficial in SCD. This study aimed to determine if
8 weeks of increased physical activity (PA) by voluntary wheel running
affects the hypoxia/reoxygenation (H/R) responses by reducing oxidative
stress and increasing NO synthesis in sickle SAD mice. Nitrite/nitrate
(NOx) concentrations, NOS3 mRNA expression and phosphorylated-endo-
thelial nitric oxide synthase immunostaining were increased in the lungs of
the PA groups after H/R stress. Moreover, lipid peroxidation in the heart
was decreased in PA SAD mice. The improvement of antioxidant activity at
rest and the decrease in haemolysis may explain this reduced oxidative
stress. These results suggest that physical activity probably diminishes some
deleterious effects of H/R stress in SAD mice and could be protective
against vascular occlusions.

Keywords: voluntary wheel running, nitric oxide bioavailability, lipid
peroxidation, haemoglobinopathy.

Sickle cell disease (SCD) is a genetic pathology characterized
by a single mutation in the f-haemoglobin (Hb) gene (HBB)
(Rees et al, 2010). During periods of deoxygenation, abnor-
mal Hb (HbS) leads to HbS-polymer formation and sickling
of red blood cells (RBCs) (Rees et al, 2010). It contributes to
haemolytic anaemia and vascular occlusions, the two major
detrimental complications of SCD. Vaso-occlusive crises
(VOC) leading to local ischaemia-reperfusion and intravascu-
lar haemolysis result in a pro-oxidative status through the
production of reactive oxygen species (ROS). In turn, oxida-
tive stress decreases nitric oxide (NO) bioavailability, inhibit-
ing its anti-oxidative and vasodilatory properties and
worsens the haemolysis, generating a vicious circle (Chirico
& Pialoux, 2012).

Recently, several studies have examined the role of acute
physical activity in SCD (Connes et al, 2011) and showed
that moderate exercise was not harmful in SCD patients
(Balayssac-Siransy et al, 2011; Faes et al, 2014) and could
have even induced a beneficial effect on blood rheology
(Waltz et al, 2012). In healthy subjects, as well as in some
cardiovascular and inflammatory diseases, chronic exercise

© 2014 John Wiley & Sons Ltd
British Journal of Haematology, 2015, 168, 747-756

has been shown to limit oxidative stress via the increase of
enzymatic antioxidant activity (Raddk et al, 2004) or the
improvement of NO bioavailability (Hambrecht et al, 2003).
Taken together, these results suggest that habitual physical
activity could be beneficial for SCD subjects by limiting
physiological factors involved in the pathophysiology of
SCD. In previous studies, we tested the effects of habitual
physical activity in heterozygous carriers of HbS, namely
sickle cell trait (SCT) carriers (Aufradet et al, 2010; Chirico
et al, 2012). These studies reported beneficial effects of habit-
ual physical training on the endothelial function of SCT car-
riers including reduction of oxidative stress markers (lipid
and protein oxidations) and increase of both antioxidant
activity and NO availability (Chirico et al, 2012). Finally,
these results strengthen the hypothesis that habitual physical
activity probably reduces oxidative stress and enhances NO
bioavailability in carriers of HbS.

As acute moderate exercise does not seem to be harmful
in SCD patients (Balayssac-Siransy et al, 2011; Waltz et al,
2012) and chronic exercise has multiple beneficial effects on
other pathologies (Raddk et al, 2004; Balducci et al, 2010),
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the present study aimed to investigate the effects of chronic
physical activity on oxidative stress and NO metabolism in
SCD at baseline and in response to a severe hypoxia/reoxy-
genation (H/R) stress.

Methods

We chose to work on SAD transgenic sickle mice, which
have been shown to mimic human VOC when submitted to
a severe hypoxia/reoxygenation stress (Trudel et al, 1994;
Aufradet et al, 2013). Eight weeks of a voluntary wheel run-
ning protocol were conducted in the mice. Before sacrificing
the animals, a H/R stress was used to trigger VOC events
(Aufradet et al, 2013).

Animals

Healthy (C57Bl/6]) and SAD male mice (13 weeks old) were
used in this study. The SAD transgene reproduces the
hypoxia-induced VOC events of human SCD in SAD mice
(Trudel et al, 1994). C57Bl/6] mice (Charles River, L’Arbre-
sle, France) were used as the control animal. The guidelines
from the French Ministry of Agriculture for experimental
procedures and the Institute for Laboratory Animal Research
(National Academy of Sciences, USA) were followed and the
protocol was approved by the regional animal care commit-
tee (Rhone-Alpes, France).

Experimental protocol

Thirty-two SAD mice and 37 C57Bl/6] (C57) mice were ran-
domly divided into four groups in each strain, as detailed in
Table 1. For a period of 8 weeks, control mice (CON) lived in

PARTIE 3 — CONTRIBUTION PERSONNELLE

standard mouse cages while physical activity mice (PA) were
housed in cages equipped with running wheels. Voluntary
wheel running has been chosen because it is a valid training
method in mice which induces beneficial physiological adapta-
tions to physical activity without any additional stress com-
pared to forced treadmill running (Moraska et al, 2000). After
8 weeks, mice were euthanized either after normoxic condi-
tions (Nx) or after exposure to an acute 4-h hypoxic stress at
6-5% oxygen followed by 2 h of reoxygenation in ambient air
(HR). We recently showed that this type of H/R stress stimu-
lates the same factors that are involved in human VOC
(inflammation, adhesion molecules and oxidative stress)
(Aufradet et al, 2013). The oxygen level of the hermetic cage
(Biospherix, Lacona, NY, USA) was regulated with an oxygen
sensor system (Pro-ox; Biospherix) using pure nitrogen gas
(Nitrogen 4.5; LindeGaz s.a, St Priest, France).

Physical activity

During the 2 first weeks of training, mice were housed two
per cage with or without running wheels (PA and CON
groups, respectively). Then, mice were assigned to an indi-
vidual cage for 6 weeks as previously reported (Aufradet
et al, 2012). The cages used for physical activity were
equipped with a 12:5 cm mouse metal-wheel (HAGEN-
61700, Montreal, QC, 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
the weight of each mouse were recorded each week. Mice
were maintained on a 12 h light-dark cycle with food and
water ad libitum.

Table 1. Mice distribution and blood parameters after hypoxia/reoxygenation stress (HR) or not (Nx) in physical activity (PA) or control (CON)

C57Bl/6 (C57) and SAD mice.

Mice distribution, n Haematocrit (%) RBC (10'/1) Reticulocytes (%) WBC (10°/1) Platelets (10%/1)

C57con

Nx 7 459 + 09 9-36 + 0-28 2-30 £+ 0-25 2-16 + 0-45 813 + 44

HR 7 46-1 + 0-7 994 + 0-31 2:26 £+ 0-27 0-96 + 0-24a 906 + 13
C57pa

Nx 7 46-8 + 1-2 9-65 + 0-37 1-94 + 0-32 2-08 + 0-31 866 + 40

HR 8 43.9 + 0-4* 9-12 + 0-10 2-30 £+ 0-29 1-02 + 0-17* 761 + 87
SADcon

Nx 6 392 + 1-0 8:72 + 0-35 5-67 £ 1-18 5-16 + 0-74 1218 + 107

HR 6 40-2 + 0-8 9:04 + 0-23 5-61 + 1-33 3.92 + 0-86b 1370 £+ 117
SADpp

Nx 6 397 £ 09 9:20 £ 0-21 5-83 + 097 4-68 + 0-95 1304 + 107

HR 6 380 + 1-8 8:79 + 0-28 499 + 1-24 3-32 + 0-34 1528 + 196
C57 vs. SAD — P < 0-05 P < 0-05 P <0-05 P < 0-05 P < 0-05
Nx vs. HR - - - - P <0-05 -

Values are means + SE.
RBC, red blood cell count; WBC, white blood cell count.

*P < 0-05 vs. normoxic of the same group; *P = 0-06 vs. C57conNX; P = 0.09 vs. SADcoNNX.
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Tissue sampling

After the end of the reoxygenation period, mice were anaes-
thetized with an intraperitoneal injection of pentobarbital
(50 mg/kg, Dolethal®; Vétoquinol, Lure, France) and blood
was collected by a retro-orbital venepuncture into heparinized
tubes for haematological and plasma analysis. Mice were sacri-
ficed by exsanguination with a 0-9% NaCl transcardial perfu-
sion for 90 s. The heart and the lungs were collected. The
cardiac left ventricle (LV) and the right lung were weighed
and immediately frozen in liquid nitrogen for oxidative stress,
nitric oxide metabolism and enzymatic activity measurements,
respectively. The left lung was treated with a specific protocol
(described below) for immunohistological analyses.

Haematology

Haematocrit, red blood cell counts (RBC), white blood cell
counts (WBC) and platelet counts were determined in whole
blood using an ABX automate (Horiba, Montpellier, France).
The proportion of reticulocytes was assessed by flow cytome-
try using thiazole-orange staining (BD Retic reagent; BD
Pharmingen, Oxford, UK). Plasma lactate dehydrogenase
(LDH) was measured using a commercial kit (Quanti-
ChromTM Lactate Dehydrogenase Kit; BioAssay Systems,
Hayward, CA, USA) according to the manufacturer’s instruc-
tions with a detection limit of 2 iu/l.

Immunohistology

Slides were prepared from the left lungs. The tissue was pre-
treated after dissection with a tracheal injection of 1/3
cryomatrix (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)
diluted in phosphate-buffered saline (PBS) 1x (VWR, West
Chester, PA, USA) and fixed in a 4% paraformaldehyde
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) in a 0-1 mol/l PBS
solution (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) for 2 h, then
incubated for 24 h in 25% sucrose (Sigma-Aldrich) for cryo-
protection and finally frozen in —40°C isopentane (VWR)
before storage at —80°C. Immunostaining was performed on
7 pm sections of left lung. Briefly, sections were incubated
for one night at 4°C with a goat polyclonal phosphorylated
endothelial nitric oxide synthase, p-NOS3 [also termed
p-eNOS], primary antibody diluted at 1:50 (Ser 1177, sc-
12972; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). After
washing, sections were then incubated with a biotinylated
Bovine anti-goat antibody (805-065-180; Jackson Immuno-
Research, Suffolk, UK) diluted at 1:500. Exposure was per-
formed with the avidin-biotin enzyme complex (Vectastain
Elite ABC standard peroxidase Kit; Vector Lab, Burlingame,
CA, USA) and the substrate 3,3’-diaminobenzidine (DAB
Peroxidase Substrate Kit; Vector Lab, Burlingame, CA, USA).
Expression of p-NOS3 was semi-quantified by estimation of
percentage of blood vessels immunostained from one section.
For each vessel, a score from 0 to 3 was attributed (0: no
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immunostaining, 1: less of 25% of vessel staining, 2: less of
50% of vessel staining, 3: more than 50% of vessel staining).
For each mouse, the immunostaining score was the mean of
each vessel score from a section. Analysis was blindly per-
formed by two investigators under a light microscope (BX43
Microscope; Olympus, Tokyo, Japan) and images were cap-
tured with a video camera (SC30; Olympus) coupled to an
image analysis system (ANALysis® getIT! 5.1; Olympus Soft
Imaging Solutions GmbH, Miinster, Germany).

Quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction (qRT-PCR)

Total mRNA from the inferior right lung was isolated using
Trizol reagent (Tri Reagent LS; Euromedex, Souffelweyers-
heim, France) according to the manufacturer instructions,
purified with the Ambion® TURBO DNA-free™ (Ambion,
Austin, TX, USA) and concentrated at 80 ng/ul. One thou-
sand nanogram per sample of total mRNA were reverse tran-
scribed to cDNA with the reverse transcriptase RNase Hminus
(Promega, Madison, W1, USA) using oligo (T)15 (Eurogentec,
Seraing, Belgium). RT calibration was done in the presence of
80 pg of a synthetic external and non-homologous poly(A)
Standard RNA (SmRNA) used to normalize the reverse tran-
scription of mRNAs of biological samples (Morales and Bezin,
patent WO2004.092414). Real-time qPCR analysis was per-
formed on a LightCycler® System (Roche, Penzberg,
Germany) by using the Quantitect SYBR® green PCR kit
(Qiagen, Venlo, Netherlands). The thermal profiles consisted
of 15 min at 95°C for denaturing followed by 45 cycles of
amplification (15 s at 94°C for denaturation, 30 s at 58°C for
annealing and 6 s at 72°C for extension). Results obtained for
the targeted mRNAs were normalized against the SmRNA.
The primer pair used was: NOS3; 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).

Nitrite/Nitrate assay

The right lung was homogenized in a buffer solution (Tris
20 mmol/l, NaCl 100 mmol/l, EGTA 1 mmol/l, Triton 100x
at 0-5%; Sigma Aldrich) containing a protease inhibitor cock-
tail 1 nmol/l (Abcam, Cambridge, UK) at 4°C. After a centri-
fugation at 12 000 g for 10 min at 4°C, the supernatant was
used for protein content (bicinchoninic acid [BCA] protein
assays Kit; Novagen, Darmstadt, Germany) and Nitrite/Nitrate
assay. The end-products nitrite/nitrate were measured in the
plasma using the method of Griess (Misko et al, 1993). The
sum of nitrite and nitrate in the plasma (NOx) is considered
as an index of nitric oxide production (Hebbel et al, 1982).

Oxidative stress

The LV was homogenized (10%, w/v) in PBS 1x + EDTA
0-5 mmol/l on ice. After centrifugation at 1500 g for 4 min
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at 4°C the supernatant was collected for malondialdehyde
(MDA) and protein measurements. A second centrifugation
was performed at 12 000 g for 10 min at 4°C and the result-
ing supernatant was used for the other measurements.
Homogenate aliquots were stored at —80°C. Protein concen-
trations in LV were determined using the BCA protein assays
Kit (Novagen) in accordance with the manufacturer’s
instructions. All the products used for oxidative stress mea-
surements came from Sigma-Aldrich and spectrophotometric
measurements were performed on TECAN Infinite 2000 plate
reader (Mannedorf, Switzerland). Results were standardized
per mg of total protein.

Malondialdehyde concentration was determined as previ-
ously described (Faes et al, 2012) using thiobarbituric acid.
The pink chromogen was extracted with n-butanol and
MDA concentration was calculated using 1,1,3,3-tetraethoxy-
propane as standard. Glutathione peroxidase (GPx) activity
was determined by the modified method of Paglia & Valen-
tine, 1967. GPx activity represents the rate of NADPH elimi-
nation in NADP" after addition of glutathione reductase,
reduced glutathione and NADPH using hydrogen peroxide
(H,0,) as substrate. Catalase activity was determined by the
reaction of methanol and H,0,, which lead to formaldehyde
formation using catalase as enzyme, as previously described
(Johansson & Borg, 1988). Superoxide dismutase (SOD)
activity was determined using the Oberley and Spitz method
(Oberley & Spitz, 1984) and represents the degree of inhibi-
tion of the reaction between superoxide radicals, produced
by a hypoxanthine — xanthine oxidase system, and nitroblue
tetrazolium.

Statistics

All statistical analyses were performed using sratistica Soft-
ware (Tulsa, OK, USA). All variables were tested for normal-
ity and variance homogeneity. NOx concentrations, relative
heart and left ventricle weights, reticulocytes, WBC and
platelet counts were tested with non-parametric Kruskall-
Wallis test followed by Dunn test. The other variables were
compared using factorial analysis of variance (aNOvA)
followed by planned comparisons. A P-value < 0-05 was

PARTIE 3 — CONTRIBUTION PERSONNELLE

considered statistically significant and P-values between 0-05
and 0-1 were considered as statistical tendencies. The data
were expressed as means =+ standard error (SE).

Results

Physical activity

Independent of wheel running, SAD mice were characterized
by higher heart weight/body weight (HW/BW) and left ven-
tricle weight/body weight (LVW/BW) ratio and lower total
body weight compared to C57 mice (Table II). In both
strains, physical activity was associated with a significant
increase in HW/BW and LVW/BW and a significant decrease
in body weight compared to CON groups.

Haematological characteristics

Compared to C57 mice, SAD mice exhibited higher reticulo-
cyte, WBC and platelet concentrations and lower haematocrit
and RBC values (Table I). Physical activity modulated LDH
concentration (Fig 1) and WBC in SAD mice. In response to
H/R stress, WBC tended to decrease in SADcon (P = 0-09;
Table I) but not in SADps. Absolute values of LDH have
been published before (see Aufradet et al, 2014 for more
details). When these data are expressed as percent of Nx con-
centrations (Fig 1), our results show that LDH variation
compared to normoxic values is lower in the SADp,HR than
in SADconHR (Fig 1; P < 0-05).

NO metabolism in the lungs

While NOx concentrations in normoxia did not differ
between groups (absolute values of NOx have been previ-
ously published in Aufradet et al, 2014; submitted to a differ-
ent type of analysis in the present article), their levels in
response to H/R stress were significantly increased by physi-
cal activity in C57 and SAD mice (P < 0-05; Fig 2B). Base-
line NOS3 mRNA was not different among the four groups.
Hypoxia/reoxygenation stress significantly increased NOS3
mRNA for all groups (P < 0-05) except SADcon mice

Table II. Characteristics of animals after physical activity protocol (PA) in wild type (C57) and SAD mice.

HW/BW (mg/g)

LVW/BW (mg/g)

Body weight (g) Distance run (km/week)

C57con 491 + 0-13 3.90 + 0-08
C57pa 5.40 + 0-11° 418 + 0-09*
SADcon 5.97 + 0-16§ 445 + 0-16§
SADpa 7-06 + 0-37%# 5.08 + 0-23#
C57 vs. SAD P < 0:05 P <0.05
CON vs. PA P <005 P <005

30-61 + 0-36 =

29-84 + 0-48 18-70 + 1-89
29-63 + 0-51 -

27-71 £ 0-35*# 28-59 + 3-83#
P < 0-05 =

P < 0-05 -

Values are means + SE.

CON, control mice; HW/BW, heart weight/body weight; LVW/BW, left ventricular weight/body weight.
*P < 0-05 vs. CON of the same group; §P < 0-05 vs. C57con; #P < 0-05 vs. C57pp; *P = 0-09 vs C57¢con-
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(Fig 2A). No significant difference in p-NOS3 immunostain-
ing was observed between C57 and SAD, or between CON
and PA mice in normoxic conditions (Fig 2C, D). Physical
activity enhanced p-NOS3 staining in H/R C57 and SAD
mice compared with their CON counterparts (+39% and
+35%, respectively; P < 0-05; Fig 2C, D). Furthermore, in
SAD mice, p-NOS3 staining was decreased only in sedentary
mice in response to H/R stress (versus Nx; P < 0-05) and was
significantly lower than in SADp,HR.

Oxidative stress in the heart

Malondialdehyde concentration tended to be higher
(P = 0-08) in the SADp, mice than SADcoy (Fig 3A). After
the H/R stress, MDA concentrations tended to increase in
SADcon mice (+20% vs. SADconNx; P = 0-07; Fig 3B), but
not in SADp, mice. Moreover, SADp, mice exhibited lower
MDA variation after the H/R stress than their control coun-
terparts (SADpaHR vs. SADconHR: —22:4%; P < 0-05).

Antioxidant enzymes activities

Baseline GPx activity was significantly higher in the SADps
group compared to their control counterparts (+96%;
P < 0-05; Fig 3C). After the H/R stress (Fig 3D), GPx activity
significantly decreased in SADps (SADpaHR vs. SADpsNx;
P < 0-05) whereas it did not significantly change in C57 mice
and in SADcoy. Catalase and SOD activities are presented in
Table III. After H/R, catalase activity of SADp, tended to be
lower than in SADcon (—16%; P = 0-051). SOD activities
did not statistically differ in the SAD mice groups with
respect to PA or oxygen conditions. In C57 mice, SOD activ-
ity was significantly increased after 2 h of reoxygenation
compared to Nx in PA mice only (P < 0-05).

Discussion

This study used murine models of SCD to determine the
impact of habitual physical activity on the nitric oxide (NO)

© 2014 John Wiley & Sons Ltd
British Journal of Haematology, 2015, 168, 747-756

C57,,HR SAD o HR SAD,,HR

metabolism and oxidative stress responses to H/R stress,
which is known to trigger VOC in these models.

The main result of this study was the decrease in oxidative
stress in response to H/R stress and an increased baseline
antioxidant activity in the heart of physically active SAD
mice. In addition NO metabolites, NOS3 mRNA levels and
p-NOS3 expression were increased in the lungs of PA mice
in response to H/R stress.

The weekly distance covered by the two mice strains
(C57Bl/6 and SAD) in the voluntary wheel running protocol
was in accordance with the literature (Konhilas et al, 2004;
Davidson et al, 2006) suggesting that the P5*" transgene
does affect voluntary physical activity behaviour. Moreover,
the increase in relative heart weight and left ventricle weight
in PA groups confirm the efficiency of voluntary wheel run-
ning training in C57 as in SAD mice (Aufradet et al, 2012).

Our results did not reveal a difference in p-NOS3 levels
between SADcon and C57con mice at baseline. This con-
trasts with studies of Bank et al (1996) and Kaul et al
(2000), which reported total NOS3 levels in sickle cell mouse
models, which would be the consequence of the chronic high
wall shear stress applied on the endothelial cells. However,
there are some differences between these studies and the
present one. The models of transgenic sickle mice used in
these two previous study are more severe than the SAD mice
used in this study, and different organs were studied. More-
over, the present study measured the activated form of
NOS3 (p-NOS3), and not the total form. Our results are also
supported by similar NOx results (i.e. non-significant
increase between SAD and C57 in baseline). Given that SAD
mice are known to express pathological features under H/R
this may explain lack of statistical difference observed in
baseline for both p-NOS3 and NOx.

The increase in cardiac lipid peroxidation after H/R only
in control SAD mice suggests that the HbS mutation proba-
bly increases oxidative stress. This result is in agreement with
previous studies reporting increased oxidative stress after H/
R stress in sickle mice models (Osarogiagbon et al, 2000; Au-
fradet et al, 2013). Concomitantly, in SAD control mice, H/R
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Fig 2. NO metabolism after hypoxia/reoxygenation stress (HR) in the lungs of physical activity (PA) or control (CON) C57Bl/6 (C57) and SAD
mice. (A) Logarithmic mRNA expression of NOS3 under normoxia (Nx) and hypoxia followed by 2 h reoxygenation (HR) in physical activity
(PA) or control (CON) C57Bl/6 (C57) and SAD mice lungs. *: P < 0-05. Values are means + SE. (B) Nitrite/nitrate (NOx) variations compared
to normoxia values; data were expressed as percentage of the normoxic values. *: P < 0-05. Values are means + SE. (C) Immuno-histological
slides were semi-quantified for p-NOS3 with the staining intensity and a score described in Methods. *: P < 0-05; a: P = 0-053 vs. SADconNx.
Values are means + SE. (D) Staining for p-NOS3 in the blood vessel of lung in the SAD mice in function of wheel running at baseline and after
hypoxia and 2 h of reoxygenation. Magnification x1000. Absolute values of baseline data from fig 2B have previously been published (Aufradet

et al, 2014).

stress induced a drop in p-NOS3 expression and blunted the
increase in NOS3 mRNA levels (Fig 2A, C, D). It may be
hypothesized that the ROS over-generation triggered by H/R
in SAD mice could alter both NOS3 production and activa-
tion. This hypothesis is supported by the work of Pritchard
et al (2004), which showed a decrease of p-NOS3 in rat
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pulmonary microvascular endothelial cells in presence of
superoxide anions (Pritchard et al, 2004). However, as we
did not observe statistical difference in lung MDA between
these groups (data not shown), further studies should verify
this hypothesis. To the best of our knowledge, this study is
the first to show a diminished p-NOS3 in sickle SAD mice.
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Fig 3. Oxidative stress and antioxidant activity after hypoxia/reoxygenation stress (HR) or not (Nx) in the heart left ventricle of physical activity
(PA) or control (CON) C57Bl/6 (C57) and SAD mice. (A) Normoxic baseline values of malondialdehyde concentration (MDA) in the four
groups expressed in pmol/l/mg of protein. Values are means + SE. (B) MDA variations in response to the H/R stress. MDA was expressed as
percentage of the normoxic values. *: P < 0-05; a: P = 0-07 vs. SADconNx. Values are means £ SE. (C) Normoxic baseline values of the Gluta-
thione peroxidase (GPx) activity in the four groups expressed in pmol/min/l/mg of protein. *: P < 0-05. Values are means + SE. (D) GPX activ-
ity variations in response to the H/R stress. Results were expressed in percentage of the normoxic values. *: P < 0:05; #: P < 0-05 vs. SADp,Nx.

Values are means =+ SE.

Interestingly, this study also reports a significant and
strong increase both in p-NOS3 staining and in the concen-
tration of NOx in the lungs of PA mice compared to CON
mice in response to H/R stress (+37% and +34% respectively;
P < 0-05). It has recently been shown that low NO bioavail-
ability was responsible for increased vascular adhesion of
sickle RBCs (Gutsaeva et al, 2014). Our results thus strongly
suggest that physical training could improve endothelial
function in SCD, as already observed in healthy subjects
(Green et al, 2004) and in patients with coronary artery dis-
ease (Hambrecht et al, 2003) after long-term exercise train-
ing, and could decrease vascular adhesion. The increase in
NOS3 mRNA expression after H/R stress in SADp, mice but
not in SAD¢on mice (Fig 2A) suggests that the improvement
of pulmonary NO bioavailability in response to physical
training is driven, at least partially, by gene expression.
Furthermore, because NO was shown to inhibit NF-xB

© 2014 John Wiley & Sons Ltd
British Journal of Haematology, 2015, 168, 747-756

(Aslan & Freeman, 2007), it may be possible that physical
training could likewise reduce the inflammatory processes
leading to endothelial activation, through the improvement
of NO bioavailability in sickle SAD mice. This is in agree-
ment with a recent study which showed that physical train-
ing in the same mice limited endothelial activation (Aufradet
et al, 2014).

In SCD, oxidative stress has been shown to contribute to
endothelial cell injuries and inflammation, to decrease NO
bioavailability and to directly activate the NF-kB pathway
and adhesion molecule expression (Osarogiagbon et al, 2000;
Nur et al, 2011; Chirico & Pialoux, 2012). Moreover, oxida-
tive stress and lower NO bioavailability seem to be involved
in the chronic vasculopathy complications observed in SCD
subjects (Osarogiagbon et al, 2000). Our heart data suggest
that physical activity probably reduced the oxidative stress
induced by H/R stress in SAD mice. This is supported by
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Table III. Antioxidant enzymatic activities after hypoxia/reoxygen-
ation stress (HR) or not (Nx) in the heart left ventricle of physical
activity (PA) or control (CON) C57Bl/6 (C57) and SAD mice.

Catalase SOD

C57CON

Nx 1-:09 + 0-06 27-1 + 24

HR 1-09 + 0-06 27-1 + 13
C57pa

Nx 113 £+ 0-10 27-0 + 1-6*

HR 1-:06 + 0-04 34-3 + 4.6
SADcon

Nx 1-23 + 0-04 23-5 + 23

HR 129 + 0-07a 24-8 + 1-6
SADpa

Nx 1-13 + 0-07 252 + 2.5

HR 1-08 £+ 0-07b 256 + 1-4*
C57 vs. SAD P =0-08 P < 0-05

Values are means + SE.

SOD, superoxide dismutase. Catalase is expressed in pmol/l/min/mg
protein and SOD in nmol/l/min/mg protein.

*P < 0-05 vs. C57paHR; *P = 0-056 vs. C57conHR; PP = 0-051 vs.
SADconHR.

lower MDA concentrations after H/R stress in SADp, mice
compared to SADcon. The decreased oxidative stress
obtained after H/R stress may be explained by the higher
baseline GPx activity in physically active SAD mice compared
to SADcon (Chirico & Pialoux, 2012) which might have
neutralized the ROS production. However, as already
observed in the literature (Criswell et al, 1993), catalase and
superoxide dismutase were not increased by physical activity.
We observed a trend in higher baseline lipid oxidation in
SADp, mice (P = 0-08). This confirms previous studies and
may be the result of a physiological adaptation to physical
training (Ji, 2007) and could thus explain their higher GPx
baseline activity. Indeed, lipid peroxidation by-products have
been shown to stimulate antioxidant cell signalling and gene
expression (Zhou et al, 2001) in order to maintain the oxi-
dant/antioxidant homeostasis in response to acute exercise
(Zhou et al, 2001; Ji, 2007).

A second hypothesis to explain the diminished oxidative
stress by physical activity may be a decreased ROS produc-
tion, independent of the antioxidant status. Given that physi-
cal training in old, diabetic or smoking rat models was
associated with a decreased ROS generation (Raddk et al,
2004), it may be hypothesized that similar adaptations can
occur in SAD mice. The decreased haemolysis interpreted
from LDH results (Kato et al, 2006) supports this hypothesis.
Indeed, lower LDH concentrations were observed in SADpa
mice after the H/R stress compared to SADcon mice. In
response to red blood cell lysis, the arginase and cell-free
haemoglobin released into the plasma (Gladwin & Sachdev,
2012) are known to be involved in ROS production in SCD
via NOS3 uncoupling (Nur et al, 2011; Chirico & Pialoux,
2012). Cell-free haemoglobin is also responsible for iron
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release into the endothelial cell membrane where it induces
endothelial activation along with cell adhesion molecule
expression and ROS production (Nur et al, 2011). Conse-
quently, if the haemolysis was decreased by physical activity,
less cell-free haemoglobin could have been released into the
plasma, thus limiting ROS production. We however acknowl-
edge that LDH is an imperfect haemolysis marker (Hebbel,
2011), and as no variations in haematocrit, RBCs and reticu-
locytes concentrations were observed in PA SAD mice, fur-
ther studies should focus on the specific effects of physical
activity on haemolysis in SCD.

Finally, the lower GPx and catalase activities in SADpy
mice in response to H/R stress may be a consequence of the
reduced ROS production in physically active SAD mice.
Indeed, a decreased ROS production after H/R stress in
SADp, probably under stimulated the antioxidant enzymes
release (Niki, 2009).

Limitations

Our results show that SAD mice trained more that C57 mice.
It is unlikely that this physical activity difference is related to
different oxidative potential, as the presence of HbS is usually
associated with limited physical abilities. Nevertheless, one
may not exclude that this different voluntary activity may
affect the results obtained in C57p, mice regarding the differ-
ence found between SAD and C57 in response to physical
training. However, given that our conclusions are based on
the differences observed between untrained SAD and C57 in
response to H/R stress (pathological effect of the disease) and
between trained and untrained SAD (beneficial effect of physi-
cal training), it is unlikely that this training load difference
would affect the general picture of our results. Further studies,
using treadmill protocol, will help to better match training
load between groups to definitively exclude this hypothesis.

In conclusion, this study is the first to demonstrate the ben-
eficial effects on oxidative stress of habitual physical activity in
response to an H/R stress in SCD mice. The voluntary wheel
running protocol was well tolerated by the sickle SAD mice.
More importantly, physical activity improved NO bioavailabil-
ity in response to an H/R stress in the lungs. Cardiac oxidative
stress was probably reduced due to an improvement of the
antioxidant GPx activity and of a possible reduction of haem-
olysis. Physical activity in SAD mice is an efficient way to
reduce risk factors for vaso-occlusive crises, such as oxidative
stress and reduced NO availability. In addition, a similar exer-
cise programme could be a relevant option to control the vas-
cular complications of SCD patients as it was observed that
moderate acute exercise did not alter their haemorheologic,
oxidative stress and haematological parameters in SCD sub-
jects and may be even beneficial for some haemorheologic
parameters (Balayssac-Siransy et al, 2011; Waltz et al, 2012;
Faes et al, 2014). Further studies performed on more severe
SCD mice models and in SCD patients are needed to test the
efficiency and/or the benefits of physical activity in SCD.
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Les principaux résultats de cette étude montrent une augmentation des
concentrations en métabolites du NO (NOx, Nitrite/nitrate), de I|'expression des
ARNmM codant pour eNOS et de |'expression protéique d'eNOS phosphorylée sur la
sérine 1177 quantifiée par immunomarquage dans le poumon des souris entrainées
comparées a celle des sédentaires en réponse au stress d'H/R. Ces résultats
suggerent que l'activité physique réguliere pourrait donc permettre d'augmenter la
biodisponibilité du NO améliorant ainsi la fonction endothéliale pulmonaire des
souris SAD, qui se trouve étre altérée suite au stress d'H/R (Hebbel, 2014). En
paralléle, au niveau cardiaque, nos résultats montrent une diminution de la
concentration en MDA, marqueur de peroxydation lipidique en réponse au stress
d'H/R. Ces résultats suggerent que l'activité physique pourrait limiter dans cet organe
les dégats oxydants induits par le stress H/R. Cette adaptation favorable pourrait
s'expliquer par l'augmentation, induite par l'activité physique, de [l'activité
antioxydante de GPx chez les souris SAD en normoxie. Enfin, la concentration
plasmatique en LDH, marqueur indirect d’hémolyse, était significativement inférieure
chez les SAD entrainées par rapport aux SAD sédentaires apres avoir été soumises au
stress d'H/R. Ce résultat pourrait ainsi suggérer une hémolyse limitée par I'activité
physique et pourrait également contribuer a la diminution du stress oxydant

observée chez les SAD entrainées.

L'activité physique réguliere semble ainsi étre favorable a la fonction
pulmonaire et cardiaque des souris drépanocytaires SAD en stimulant le métabolisme
du NO, en limitant le stress oxydant et I'hnémolyse. Autant de facteurs qui participent
a la mise en place d'occlusions vasculaires et aggravent donc la physiopathologie de
la maladie. Néanmoins, avec ce mode d‘activité physique volontaire, de fortes
variabilités intra- et inter-groupes apparaissent (SAD : 28,63 + 11,66 kms/semaine ;
C57: 18,70 £ 7,31 kms/semaine) pouvant affecter I'expression des divers marqueurs
testés. De plus, comme précisé dans le paragraphe 1.D.1., le modele SAD exprime un

phénotype non sévere de la drépanocytose a I'état stable qui pourrait conduire a des
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adaptations peu fideles de la maladie en réponse a I'entrainement physique. Des
études complémentaires semblent alors nécessaires afin de vérifier les observations
faites et confirmer le caractere protecteur ainsi que l'innocuité de l'entrainement
régulier sur des modéles murins plus séveres de la maladie effectuant une charge

d’exercice relative semblable.
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Etude 2 : Etude des phénotypes inflammatoire et pro/antioxydant

chez des souris drépanocytaires transgéniques Townes

Charrin E., Ofori-Acquah S.F., Nader E., Skinner S., Connes P., Pialoux V., Joly. P.,

Martin C.

Publié dans Blood Cells, Molecules and Diseases (2016). 62, 13-21
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Les résultats de I'étude 1 fournissent des arguments solides quant aux effets
favorables de I'activité physique réguliere chez les souris SAD en réponse a un stress
vaso-occlusif. Cependant comme développé dans le paragraphe précédent, le
phénotype des souris SAD n'est pas suffisamment conforme a celui des patients
homozygotes pour répondre a la question des impacts d'un entrainement physique a
I'état stable. Depuis quelques décennies, divers modeles murins ont été développé
dans le but de reproduire de la facon la plus fidele possible le phénotype
drépanocytaire et d'en étudier les mécanismes. Comme précisé précédemment la
souris SAD est un modele peu sévere de la maladie qui présente peu d'altérations
physiologiques visibles a I'état stable. Il est donc nécessaire d'induire un stress
(d'hypoxie/réoxygénation par exemple) pour que ces souris développent des
caractéristiques de la maladie correspondant a un état de crise vaso-occlusive plutot
qu'a I'état stable. Depuis quelques années, un nouveau modeéle murin a vu le jour, le
modele développé par I'équipe du Dr. Tim Townes de I'université d’Alabama (Wu et
al., 2006b). La souris Townes exprime exclusivement les chaines de globines a et 3
humaines ce qui permet de mimer avec une grande fidélité le phénotype de la
drépanocytose. A la naissance, elles disposent également de la chaine y-globine
humaine qui retarde l'apparition de la maladie (par rapport aux autres modeles
murins) et améliore les chances de survie des nouveau-nés (McConnell et al., 2011).
Ainsi, la grande fiabilité du modele Townes conduit a une multiplication des travaux

se basant sur ce modele d'études.

Il est aujourd'hui largement admis que I'inflammation et le stress oxydant ont
des fonctions charnieres dans la physiopathologie drépanocytaire. Pourtant malgré la
recrudescence des travaux conduits chez les souris Townes, aucune étude n'a
procédé a une caractérisation phénotypique de ces deux parameétres a I'état basal. |l
semble alors intéressant et nécessaire de procéder a un phénotypage global, a I'état
basal de ces processus afin de cibler les organes et molécules d'intérét chez ce

modeéle de souris transgéniques avant d'appliquer un quelconque traitement. Nous
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proposons dans ce travail de faire une analyse hématologique et hémorhéologique a
I'état stable ainsi que d'établir un profil moléculaire inflammatoire et pro/antioxydant
dans les principaux organes affectés, chez des souris Townes homozygotes

drépanocytaires S/S, hétérozygotes A/S et homozygotes saines A/A.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Am’cle_ history: The Townes mouse model of homozygous sickle cell disease (SS) has emerged as the major experimental model
Submitted 30 August 2016 for studying pathophysiological mechanisms of human sickle cell disease (SCD). We therefore investigated he-
Revised 18 October 2016 matological and hemorheological parameters as well as organ-specific inflammatory and oxidative stress molec-
Accepted 26 October 2016

Available online 28 October 2016

ular profiles in these animals in steady state conditions. Evidences of SCD-related intravascular hemolysis,
impaired red blood cell (RBC) deformability, leukocytosis and altered plasma nitric oxide byproducts (NOx)
level were found in the SS mice. The SS mice have damaged, enlarged and dysfunctional spleen as attested by

Keywords:

]:f{:vmmation high AOPP levels, low SOD and GPx activities and low pro-inflammatory cytokines mRNA expression. SS mice ex-
Oxidative stress hibited cardiomegaly, high cardiac mRNA levels of proinflammatory markers and low cardiac GPx activity. While
Nitric oxide lungs did not display any noticeable defects, liver and kidney were particularly sensitive to oxidative stress and

Sickle cell disease

inflammation as suggested by high AOPP levels in both organs, elevated renal NF-«B and TNF-«, and increased
hepatic VCAM-1 and IL-1(. Our data indicate a tissue-specific phenotype regarding oxidative stress and inflam-

mation in SS mice that may help to optimize the development of novel potential drug treatments.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Sickle cell disease (SCD) is the most common genetic disorder, af-
fecting millions of people worldwide. This severe hemoglobinopathy re-
sults from the substitution of glutamic acid for valine at the sixth amino
acid position in the beta-globin gene [1]. When deoxygenated, mutant
hemoglobin (HbS) polymerizes causing the sickling of red blood cells
(RBCs) [2]. Fragile and poorly deformable sickle RBCs are responsible
for hemorheological alterations [3] leading to typical clinical manifesta-
tions including recurrent painful vaso-occlusive crises (VOCs) and se-
vere intravascular hemolytic anemia. Studies of the past decades have
demonstrated the key contribution of inflammation and oxidative stress
in the pathophysiology of SCD [4,5]. Free heme released into the circula-
tion as a consequence of intravascular hemolysis can intercalate into en-
dothelial cell membranes and cause oxidative and inflammatory
damage typical of SCD [6]. Repeated ischemia-reperfusion (I/R) events

* Corresponding author at: Interuniversity Laboratory of Human Movement Science
(LIBM EA7424), Université Claude Bernard Lyon 1, Université de Lyon, Campus La Doua,
Bat Raphael Dubois, 27-29 bd du 11 Novembre 1918, 69622 Villeurbanne Cedex, France.

E-mail address: cyril.martin@univ-lyon1.fr (C. Martin).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bcmd.2016.10.020
1079-9796/© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

occurring during VOC generates reactive oxygen species (ROS) through
the activation of xanthine oxidase [7]. Generation of ROS can also result
from the strong activation of enzyme complexes such as NADPH oxidase
and uncoupled nitric oxide synthase [8]. Thus, oxidative stress results
from an imbalance between enhanced production of ROS and low levels
of antioxidant defences [9,10]. Indeed, SCD patients have been shown to
have reduced concentration and activity of antioxidant systems [11,12].
Moreover, the scavenging of nitric oxide (NO) by ROS inhibits the anti-
oxidative and vasodilatory properties of NO and worsens intravascular
hemolysis leading to a vicious circle [4,13]. I/R injury also activates the
endothelium and increases the expression of adhesion molecules on en-
dothelial cells [14].

Several murine models have been developed to study the complex
pathophysiological mechanisms of SCD [15-19]. The model increasingly
being used is the humanized Townes mouse in which the murine o-
and 3-globin genes have been replaced by the human o, y- and either
{A- or p°-globin genes. A major advantage of the Townes model is that
healthy mice expressing normal adult hemoglobin (AA mice) are gener-
ated as littermate controls for experiments with SS mice by
intercrossing asymptomatic heterozygous AS (sickle cell trait, SCT)
mice [5]. In addition, the Townes SS mice display numerous clinical
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manifestations consistent with the human disease such as severe ane-
mia [20], leukocytosis [21] and multi-organ damages [19]. The Townes
SS mice develop pulmonary vascular leakage and edema [22], splenic
infarcts and congestion [19], hepatocellular damages [19,23] and glo-
merulopathy [24]. Hitherto, molecular inflammatory and oxidative
stress phenotypes of major organs that are impacted by SCD have not
been evaluated in this model. Thus, the present study was designed to
analyze the hematological, hemorheological parameters, and inflamma-
tory and oxidative stress molecular responses in several organs affected
by SCD in the SS mice.

2. Material & methods
2.1. Animals

We have established a colony of Townes sickle mice in our laborato-
ry originally purchased from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME,
USA). Mouse genotypes were confirmed by PCR. A total of 32 mice
aged 12 to 18 weeks old were used and maintained on a 12-hour
light-dark cycle with food and water ad libitum. The guidelines from
the French Ministry of Agriculture for experimental procedures and
the Institute for Laboratory Animal Research (National Academy of Sci-
ences, USA) were followed and the protocol was approved by the re-
gional animal care committee (Rhone-Alpes, France).

2.2. Tissue sampling

Mice were anesthetized with an intraperitoneal injection of pento-
barbital (50 mg/Kg, Dolethal®, Vétoquinol, Lure, France) and blood
was collected by a retro-orbital venipuncture into EDTA tubes for hema-
tological and hemorheological analysis. Mice were sacrificed by exsan-
guination with a 0.9% NaCl transcardial perfusion for 70 s. Heart,
lungs, liver, spleen and kidneys were collected, weighted and immedi-
ately frozen in liquid nitrogen for oxidative stress, western blot and
qRT-PCR analyses.

2.3. Hematology

An ABX Micros 60 automat (Horiba, Montpellier, France) was used
for the following hematological measurements: hematocrit (Hct), red
blood cell (RBC) count, hemoglobin concentration, mean corpuscular
volume (MCV), RBC distribution width (RDW), mean corpuscular he-
moglobin concentration (MCHC), mean corpuscular hemoglobin
(MCH), total white blood cell (WBC), lymphocyte, monocyte, granulo-
cyte and platelet count and mean platelet volume (MPV). The percent-
age of reticulocytes was assessed under a light microscope in a blind
fashion on smears stained with brilliant cresyl blue (860867, Sigma-Al-
drich, St-Louis, MO, USA) by two independent investigators (BX43 Mi-
croscope, Olympus, Tokyo, Japan).

2.4. Hemorheology

RBC deformability was determined at 37 °C at two shear stresses (3
and 30 Pa) by laser diffraction analysis (ecktacytometry), using the
Laser-assisted Optical Rotational Cell Analyzer (LORCA MaxSis, RR
Mechatronics, Hoorn, The Netherlands). Briefly, 7 L of oxygenated
blood suspension was mixed with 1 mL polyvinylpyrrolidone (PVP;
viscosity = 30 cP, RR Mechatronics, Hoorn, The Netherlands) and
sheared into the glass Couette system. The diffraction pattern was ana-
lyzed by the computer and an elongation index was calculated accord-
ing to recent recommendations [25]. An increase of the elongation
index indicates increased RBC deformability. Whole blood viscosity
was determined with a cone plate viscometer (Brookfield DVII +, with
CPE40 spindle) at a shear rate of 225 s~ .

2.5. gRT-PCR for antioxidant enzymes mRNA expression

Total mRNA from organs was isolated using RNeasy mini kit (Qiagen,
Venlo, Netherlands) according to the manufacturer's instructions.
500 ng per sample of total mRNA were reverse transcribed to cDNA
with the high-capacity ¢cDNA reverse transcription kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) according to the manufacturer's in-
structions. The reactions were incubated in a thermal cycler for
10 min at 25 °c, 2 h at 37 °c, 5 min at 85 °c and then held at 4 °c. Real-
time qPCR analysis was performed on a StepOne Realtime PCR system
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). All experiments were done
in triplicate with TagMan fast advanced master mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Expression level was calculated by
the ddCt method and normalized to ribosomal 185 RNA [26]. The
TagqMan probes used were: Heme oxygenase-1 (Hmox-1;
MmO00516005_m1), Nadph quinone oxidoreductase-1 (Nqo-1;
MmO01253561_m1), Superoxide dismutase-1 (Sod-1; Mm01344233_g1).

2.6. qRT-PCR for cytokines mRNA expression

Total mRNA from organs was isolated using Trizol reagent (Tri Re-
agent LS, Euromedex, Souffelweyersheim, France) according to the
manufacturer instructions, purified with DNase [ (EN0525,
ThermoFisher scientific, Waltham, MA, USA) and concentrated at
80 ng/uL. 1000 ng per sample of total mRNA were reverse transcribed
to cDNA with the reverse transcriptase RNase Hminus (Promega, Mad-
ison, WI, USA) using oligo (T)15 (Eurogentec, Seraing, Belgium). RT cal-
ibration was done in the presence of 80 pg of a synthetic external and
non-homologous poly(A) Standard RNA (SmRNA) used to normalise
the reverse transcription of mRNAs of biological samples (Morales and
Bezin, patent W02004.092414). Real-time qPCR analysis was per-
formed on a Rotor-Gene Q system (Qiagen, Venlo, Netherlands) by
using the Rotor-Gene SYBR® green PCR kit (Qiagen, Venlo, Nether-
lands). The thermal profiles consisted of 15 min at 95 °C for denaturing
followed by 45 cycles of amplifications (15 s at 94 °C for denaturation,
30sat58 °C for annealing and 6 s at 72 °C for extension). Results obtain-
ed for the targeted mRNAs were normalized against the SmRNA. The
primer pairs used were: Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1;
NM_011693.2); Interleukine-1/3 (IL-13; NM_008361.3); Interleukine-6
(IL-6; M24221.1); Tumor necrosis factor-ce (TNF-o;; M13049.1); Endothe-
lial nitric oxide synthase (eNOS; NM_008713.4).

2.7. Oxidative stress and antioxidant assessment

Heart, liver, spleen and kidney were homogenized (10%, w/v) in PBS
1X + EDTA 0.5 mM in ice. After centrifugation at 12,000g for 10 min at
4 °C, the supernatant was collected for oxidative stress markers mea-
surements. Homogenate aliquots were stored at — 80 °C. Protein con-
centrations 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
were purchased from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA). Spectropho-
tometric measurements were performed on TECAN Infinite 2000 plate
reader (Mdnnedorf, Switzerland). Results were standardized per mg of
total protein.

Advanced oxidation protein products (AOPP) were determined
using the method developed by Witko-Sarsat et al. [27] as previously
described [28]. AOPP were calibrated with a chloramine-T solution
that absorbs at 340 nm in the presence of potassium iodide. The absor-
bance of the reaction was immediately read at 340 nm on the micro-
plate reader against a blank containing 200 pL of PBS. AOPP activity
was expressed as micromoles per liter of chloramine-T equivalents.

Glutathione peroxidase (GPx) activity was determined by the mod-
ified method of Paglia and Valentine [29]. GPx activity represents the
rate of NADPH elimination in NADP™ after addition of glutathione

152



PARTIE 3 — CONTRIBUTION PERSONNELLE

E. Charrin et al. / Blood Cells, Molecules and Diseases 62 (2016) 13-21 15

reductase, reduced glutathione and NADPH using hydrogen peroxide
(H205,) as substrate.

Superoxide dismutase (SOD) activity was determined using the
Oberley and Spitz method [30] and represents the degree of inhibition
of the reaction between superoxide radicals, produced by a hypoxan-
thine - xanthine oxidase system, and nitroblue tetrazolium.

Nitrite/Nitrate (NOx) were measured in the plasma using reagents
purchased from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA) based on the meth-
od of Griess [31]. The sum of nitrite and nitrate in the plasma is consid-
ered as an index of NO production.

2.8. Western blotting

Tissue nuclear-cytoplasmic fractionation was conducted using the
NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents kit (Thermo Fish-
er Scientific) according to the manufacturer's protocol. For whole cell
extracts, tissues were homogenized in an ice-cold lysis buffer containing
Tris Base 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, Triton X-100 0.5% (v/v)
and protease inhibitor cocktail (Interchim, Montlugon, France). Homog-
enates were clarified by centrifugation at 1500g for 4 min at4 °c. Protein
concentrations were determined using the BCA protein assays Kit
(Novagen, Darmstadt, Germany) in accordance with the manufacturer's
instructions. Samples were prepared in Laemmli buffer (2 x) with di-
thiothreitol (DTT) and boiled for 5 min. About 60 pg of nuclear, cytosolic
or whole cell extracts were resolved on 10% Mini-PROTEAN TGX precast
SDS-PAGE gels (Biorad, Hercules, CA, USA). Samples were blotted onto
nitrocellulose membranes and probed against NF-«B (Santa Cruz, sc-
372; 1:500). Appropriate secondary antibody conjugated with horse-
radish peroxidase IgG (rabbit) was used for chemiluminescence detec-
tion on Kodak BioMax Light Film (Kodak, NY, USA) followed by
quantitative imaging system (Image J). To ensure equal loading, blots
were normalized to Ponceau S staining (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO,
USA), which has been validated as a suitable loading control [32,33].

2.9. Statistics

Statistical analyses were performed using Statistica Software (Tulsa,
OK, USA). All variables were tested for normality and variance homoge-
neity. Hematological, hemorheological, oxidative stress and RT-qPCR
data were compared using one-way ANOVA followed by planned com-
parisons and a bilateral Student t-test was performed on sickle cells
count, HbS percentage and western blot data. A “p-value” inferior to
0.05 was considered statistically significant. The data were expressed
as means =+ SD.

3. Results
3.1. Hematological and hemorheological profile of Townes mice

Adult Townes SS mice displayed abnormal hematological features
regarding red and white blood cell and platelets indices compared to
AA and AS mice. Evidence of severe chronic anemia in the SS mice
was indicated by decreased hematocrit (p < 0.05), lower RBC count
(p <0.001) and total hemoglobin (p < 0.001) and higher reticulocyte
count (10-fold increase, p < 0.01) compared to the other mice (Table
1). Mean corpuscular volume and mean corpuscular hemoglobin was
significantly higher in SS mice. The percentage of red cell distribution
width was higher in SS (p < 0.05) but lower in AS (p < 0.05) than in
AA littermates. The WBC profile confirmed leukocytosis (p < 0.001)
reflected by elevated lymphocyte (p < 0.001), monocyte (p < 0.001)
and granulocyte (p < 0.01) counts in SS mice (Table 1). Interestingly,
SS mice exhibited thrombocytopenia (2-fold decrease vs. AA,
p < 0.001) while AS had elevated platelet count (p < 0.001). In AS
mice, mean platelet volume was higher than in AA mice (p < 0.05) but
lower than in SS mice (p <0.001; Table 1). RBC deformability was signif-
icantly lower at both low (3 Pa) and high (30 Pa) shear stresses in SS

Table 1

Hematological and hemorheological parameters in AA, AS and SS mice. Values are present-
ed as means + SD. RBC, red blood cell count; MCV, mean corpuscular volume; RDW, red
cell distribution width; MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; MCH, mean
corpuscular hemoglobin; WBC, white blood cell count; MPV, mean platelet volume, EI,
elongation index; Pa, Pascal; cP, centipoise. For hematological data: AA (n = 12), AS
(n = 6) and SS (n = 14). For hemorheological data: AA (n = 6), AS (n = 7) and SS
(n=3).*(p<0.05), *(p <0.01), **(p < 0.001) significant difference compared with
AA; $(p <0.05), H(p < 0.01), £Hi(p < 0.001) significant difference compared with AS.

AA AS SS

HbS (%) = 314 + 1.6 95.1 + 231t
Hematocrit (%) 318 £ 73 343 + 34 268 £ 5.1°1
RBC (106/uL) 9.0+ 1.0 88 + 09 5.7 + 12"
Hemoglobin (g/dL) 115 + 09 110 + 1.1 6.8 + 1.3"** {1t
MCV (fL) 352 £73 388 + 1.2 47.7 £ 58"t
RDW (%) 228 + 83 143 + 1.0* 293 + 7.1
MCHC (g/dL) 335 + 38 320 + 09 30.7 £ 5.7
MCH (pg) 116 + 05 124 + 02 144 + 16"
Reticulocytes (%) 42+ 15 4+18 479 +

147"
WABC (103/uL) 7.7 £ 39 46 +1.0 31.8 + 116"}t
Lymphocytes (103/uL) 65+ 35 3.6 + 06 275 +

111
Monocytes (103/uL) 05 + 03 0.3 + 02 1.7 + 0.7***H
Granulocytes (103/uL) 0.7 + 03 0.7 + 04 25 + 1.7}
Platelets (103/uL) 1718.8 2805.2 743 +

+ 7287 + 208.6*** 296.8"** It

MPV (fL) 98 + 34 13.0 + 1.0* 83 + 1.9
Sickled cells (%) - 07 £ 03 12.1 + 6.7¢
RBC El at 3 Pa 0.40 + 0.01 0.37 4+ 0.01 0.25

+ 0.03**f
RBC El at 30 Pa 0.54 + 0.01 0.52 4+ 0.01 0.46 + 0.02*f
Blood viscosity at 225 s™' 4.8 + 0.5 48 + 06 53+ 14

(cP)

compared to AA and AS mice but no significant difference in whole
blood viscosity at 225 s~ was observed between the groups (Table 1).

3.2. Macroscopic organ changes in Townes mice

Comparison of major organ weights relative to body weight is
shown in Fig. 1. The spleen of SS mice was excessively enlarged; the rel-
ative weight was about 8-fold greater than in AA and AS mice. As ex-
pected cardiac hypertrophy was found in SS but more surprisingly, the
heart weight/body weight ratio was significantly lower in AS compared
to AA (Fig. 1). SS mice exhibited hepatomegaly since liver weight/body
weight ratio was about 1.5-fold higher than in AA and AS mice. The kid-
neys of SS mice were ~1.3-fold heavier compared to AA and AS kidneys.

p<0.001
04 p<0.001

p<0.001
p<0.001

3

B0 0

0+
2-r p<0.05

0+ p<0.001
p<0.001

p<0.01
p<0.001

Weight (mg/g body weight)

Heart Liver

Spleen

Kidney

Fig. 1. Relative organ weight in AA, AS and SS mice. Values are presented as means + SD.
AA (n=12),AS (n = 6),SS (n = 14).
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3.3. Antioxidant enzymes mRNA expression

RT-qPCR data revealed a significant higher Hmox1 mRNA expression
in the SS liver compared to AA while there was only an upward trend in
the heart and no difference in the lung between the two groups (Fig.
2A). Ngo-1 mRNA expression was statistically higher in the liver
(p < 0.05) and lower in the heart of SS compared to AA, and there was
only a downward trend in the SS lung (Fig. 2B). Although Sod-1
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Fig. 2. Antioxidant enzymes mRNA expression in heart, liver and lung of AA and SS mice
using RT-qPCR analysis. Values are expressed as means =+ SD. AA (n = 6) and SS (n = 7).

mRNA expression was higher in the SS liver compared to AA
(p < 0.001), there was no difference in the heart and lungs (Fig. 2C).

3.4. Oxidative stress and antioxidants markers activity

AOPP concentrations were not different among the three groups in
the heart but were significantly higher in SS liver than in the two
other groups (Fig. 3A). Furthermore, SS had higher levels of AOPP in
the spleen (p < 0.01) and in the kidneys (p < 0.05) than AA mice.
AOPP concentration in the spleen was not different between SS and
AS mice (p = 0.07; Fig. 3A). Interestingly, AS had enhanced AOPP con-
centrations in their kidneys compared to AA littermates (p < 0.05; Fig.
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Fig. 3. Oxidative stress markers and antioxidant activities in the heart, liver, spleen and
kidney in AA, AS and SS mice. Values are expressed as means + SD. AOPP, advanced
oxidation protein products; GPx, glutathione peroxidase; SOD, superoxide dismutase. In
heart, liver and spleen: AA (n = 12), AS (n = 6) and SS (n = 14). In kidney: AA (n =
6),AS (n=6)and SS (n = 7).
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3A). GPx activity was reduced in the heart of SS mice compared to AA
(p <0.05) while there were no significant inter-group differences in
the liver (Fig. 3B). GPx activity in the spleen and kidney was not signif-
icantly different between SS and AA (p = 0.06). SOD activity was not
different among groups in the heart and liver (Fig. 3C). In the spleen,
SS had lower SOD activity than AS (p < 0.05) while no difference was ob-
served between AA and SS.

3.5. Pro-inflammatory cytokines and adhesion molecule mRNA expression

RT-qPCR data showed higher mRNA expression of VCAM-1
(p <0.05) in SS compared to AA and AS in the heart (~ 2-fold) and in
the liver (7.5-fold higher vs AA and 3.4-fold higher vs AS; Fig. 4A). In-
versely, in the spleen, SS had lower number of copies than AA mice
(p <0.05). There was no significant difference in the kidney and the
lung for VCAM-1 mRNA expression. TNF-ac mRNA expression was sig-
nificantly higher in SS compared to AA and AS in the liver (~13-fold in-
crease vs AA and 7-fold increase vs AS) while that difference was
significant only between AA and SS in the kidney (~2-fold increase;
Fig. 4B). Surprisingly, TNF-ao mRNA expression in the spleen was
lower in SS than in AA (p < 0.05; Fig. 4B). In the lung, the difference
was not significantly different between AA and SS (p = 0.07; Fig. 4B).
IL-13 mRNA expression was >3 times higher in the liver of SS compared
to AA and AS (Fig. 4C). Although there was no difference between AA
and SS in the heart, IL-13 mRNA was more abundant in SS than in AS
(p < 0.05; Fig. 4C). In the spleen, AS and SS expressed less IL-13 mRNA
than AA. IL-13 mRNA expression was not significantly different among
the three groups in the kidney and in the lung (Fig. 4C). No significant
inter-group difference was observed in IL-6 mRNA expression in the dif-
ferent organs (Fig. 4D).
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3.6. Nuclear & cytosolic NF-KB protein expression

As NF-KB is a redox-sensitive transcription factor that regulates ex-
pression of inflammatory cytokines, we measured its expression by
Western blot in the heart, liver and kidney. In the heart and liver, com-
parable levels of NF-B expression were observed in nuclear & cytosolic
fractions between AA and SS mice (Fig. 5A-B). In contrast, in the kidney
of SS mice, nuclear expression of NF-B was upregulated compared to
AA mice while there was no difference in the cytosolic fraction between
the two groups (Fig. 5C).

3.7. Nitric oxide metabolism

eNOS mRNA expression was >2-fold higher in the heart and
liver of SS than AA or AS mice (Fig. 6A). The number of copies in-
creased substantially in the SS kidneys compared to AA (~7-fold
increase; p <0.001) and AS (~2-fold increase; p <0.001). Addi-
tionally, there was a significant increase in eNOS mRNA expres-
sion in the AS kidney compared to AA (Fig. 6A). eNOS mRNA
level did not differ between the mice in the spleen or in the
lung (lung: SS vs AA, p = 0.09). Nitric oxide metabolites levels
were similar in the plasma of AA compared to AS and SS mice
(Fig. 6B).

4. Discussion

This work was initiated to improve our understanding of pathophys-
iological mechanisms of individual organs affected by SCD by focusing
on the inflammatory and oxidative stress-related phenotype in SCD
mice.
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Fig. 4. Adhesion molecule (A), pro-inflammatory cytokines (B, C, D) mRNA expression in heart, liver, spleen, kidney and lung of AA, AS and SS mice using RT-qPCR analysis. Values are
expressed as means = SD. In heart and liver: AA (n = 6), AS (n = 6) and SS (n = 7). In spleen, kidney and lung: AA (n = 12), AS (n = 6) and SS (n = 14).
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Fig. 5. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-xB) protein expression in AA and SS mice using western blot analysis. Representative western blot (top) and semi-
quantification (bottom) of NF-B expression in nuclear and cytosolic extracts from heart (A), liver (B) and kidney (C) of AA (n = 6) and SS (n = 6) mice. Values are presented as means + SD.

Except for platelet count, all baseline hematological data in Townes
SS mice were comparable to those usually found in homozygous SCD
patients [34]. Evidence of chronic hemolysis is supported by the lower
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monocyte [38] and granulocyte counts was found in SS mice as previ-
ously described in mild [39-41] and severe sickle mice models [37,39,
42] as well as in SCD patients [43-45].

The SS mice had a clear thrombocytopenia which contrasts with the
thrombocytosis commonly found in SCD patients [5,34,46]. This may be
explained by the presence of splenomegaly in SS mice (Fig. 1) that has
been shown to be associated with massive platelet sequestration and
subsequent decrease in circulating platelets [47]; a similar finding has
previously been reported in sickle Berkeley mice (severe SS phenotype)
[48] and in young SS children [49-51]. Increased platelet count in AS
Townes mice is in agreement with a similar phenotype observed in
the mildly severe SAD model [40,41]. Thus, AS Townes mice could be
considered as a murine model of particular relevance to study coagula-
tion alterations occurring in individuals with SCT [52-54].

The poor RBC deformability in SS Townes mice was similar to that
described in BERK mice [55] and in homozygous SCD patients [56].
The loss of RBC deformability plays a role in vaso-occlusive events and
is correlated with the rate of hemolysis in SCD patients [57]. Although
RBC deformability was decreased, blood viscosity was not different be-
tween the three mouse groups. At the shear rate used in the present
study, blood viscosity is mainly influenced by hematocrit and RBC
deformability [58] and the lower hematocrit of SS mice would compen-
sate for the decrease in RBC deformability, leading to normal blood vis-
cosity. This kind of hemorheological compensation has already been
reported in homozygous SCD patients [56,59]. Decreased RBC
deformability has been shown to be involved in SCD-related glomeru-
lopathy, priapism and leg ulcers in humans [56,60] and in various sickle
mouse models [19,61,62]. A primary role for the spleen is the clearance
of senescent or altered RBCs. The high sickle RBC turnover rate is likely
to release large amount of heme and iron, which promote excessive ROS
production [63] reflected by high splenic AOPP levels in SS mice con-
comitantly to reduced SOD and GPx activities. These latter results con-
firm those of Natta [64] and Schacter et al. [65] who respectively
showed that GPx and SOD levels decreased proportionally to disease se-
verity in homozygous SCD patients. These results suggest a more rapid
degradation and/or an inhibition of the antioxidant enzymes possibly
from oxygen radicals. However, these findings do not correspond with
those of the kidney where SOD and GPX activities tend to be higher in
SS than in AS. This organ specificity may be explained by the high sus-
ceptibility of the kidney to oxidative stress in SCD [66]. Surprisingly,
the lower inflammatory molecules expression in the spleen of SS mice
is not consistent with the hypothesis of a chronic, widespread inflam-
mation. However, Szczepanek et al., recently showed a large disorgani-
zation of the splenic white pulp with a reduction of defined lymphoid
follicles in BERK mice suggesting impaired immune response [37].
Thus, in the present study, the reduction in cytokines expression in SS
mouse spleen could be due to altered baseline immunity rather than
blunted inflammatory process.

Cardiomegaly in SS mice is a common feature of SCD as a result of
chronic anemia [67]. The absence of increased AOPP levels might sug-
gest that the heart is less subjected to oxidative damages in sickle
mice at steady state. However, high baseline level of inflammatory
markers (VCAM-1, IL-13 mRNA), low antioxidant enzyme mRNA
(NQO-1) and blunted antioxidant enzyme activity (GPx) might be
linked to the exacerbated sensitivity to cardiac ischemic injuries recent-
ly found in Townes SS mice exposed to hypoxia-reoxygenation bouts
[68]. One may speculate that increased cardiac eNOS expression could
be a compensatory adaptation supporting the absence of major coro-
nary artery disease described in BERK mice [48] and SCD patients [69].

In accordance with previous observations made in BERK mice [48],
pulmonary manifestations appear to be less severe in the Townes SS
mice than in SCD patients as no changes in proinflammatory and antiox-
idant markers expression has been detected.

Hepatomegaly and renal hypertrophy in SS mice were consistent
with both murine and human phenotype as consequences of conges-
tion, fibrosis and siderosis in these organs [37,48,70,71]. Persistent

elevated oxidative stress in SS mice as attested by increased AOPP levels
may contribute to both the onset and progression of SCD-related pro-
teinuria, glomerulosclerosis, end-stage renal failure as well as liver fi-
brosis and cirrhosis as seen in other diseases [72,73]. Moreover, as the
liver is a major storage organ of iron [74], oxidative stress is potentiated
by the reaction of hydrogen peroxide with ferrous iron in the Fenton re-
action to produce hydroxyl radical. Thus, one may hypothesize that the
liver (but not heart or lung) may develop a compensatory response to
counteract the highly damaging ROS production by increasing antioxi-
dant enzyme mRNA expression (Fig. 2). However, elevated mRNA ex-
pression does not reflect perfectly antioxidant enzyme activity in the
liver [75]. In the Townes SS mice, altered NO metabolism and chronic in-
flammation suggested by high renal NF-kB and TNF-o and high hepatic
VCAM-1 and IL-1(3 may further worsen vascular dysfunction and pro-
mote cellular adhesion to the endothelium, hence facilitating occlusion
of microvessels in the liver and kidneys [76-79]. Nevertheless, the lack
of increased hepatic NF-B level is not consistent with hepatic inflam-
matory cytokine response. It would be interesting to measure the phos-
phorylated NF-«B p65 subunit and the total form in future studies since
NF-KB p65 activation occurs in the nucleus, upon its phosphorylation by
nuclear kinases [80].

Nitric oxide bioavailability has been shown to mediate and be medi-
ated by both endothelial activation and oxidative stress [4,81]. As eNOS
is the enzyme responsible for NO production, the greater mRNA expres-
sion in heart, liver and kidney could lead to higher NO production in
those organs. This hypothesis is supported by Kaul and colleagues
who showed elevated levels of eNOS in 3°*SA"lles and Berk cremaster
muscle [82,83] and in NY1DD kidney [70]. In spite of this, authors de-
scribed altered microvascular reactivity to NO-mediated vasodilators
(Acetylcholine and sodium nitroprusside) suggesting NO inactivation
or inefficiency [82] which is consistent with the absence of an increase
in plasma NOx in our SS mice compared to AA (Fig. 6B). NO may react
with the high levels of superoxide anion produced in SCD to form
peroxynitrite (ONOO ™), a harmful ROS [4]. In this context, Hsu et al., re-
ported a loss of eNOS active form in BERK mice measured by western
blot analysis compared to controls [36]. This likely confirms that eNOS
levels does not reflect the actual available amount of NO that may be
produced since eNOS needs to be phosphorylated to be active [84] and
NO might be easily scavenged by superoxide anion. Thus, the quantifica-
tion of phosphorylated eNOS should be considered as a complementary
measure to study NO production and bioavailability in future studies. Fi-
nally, it should be acknowledged that nitrites, but not nitrates, were
shown to reflect eNOS activity [85], although NOx can be considered
as index of NO production. This methodological difference could also ex-
plain the lack of higher NOx concentration in SS mice than in AS or AA
mice, on the contrary to eNOS mRNA in our studied organs.

In conclusion, Townes SS mice show many similarities of the human
disease making them a very useful mouse model for investigating
mechanisms of the disease process, and to evaluate the efficacy of
novel drugs. Our study describes for the first time the tissue-specific
molecular responses to oxidative stress, inflammation and NO in
Townes SS mice.
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Les résultats de cette étude réalisée chez des souris Townes mettent en
évidence un large spectre de données hématologiques, hémorhéologiques,
inflammatoires et du stress oxydant similaires a celles usuellement trouvées chez
I'Homme. Parmi ces facteurs, nous avons observé une baisse importante du nombre
de globules rouges, de I'hémoglobine totale et de I'hématocrite ainsi qu'une
élévation du taux de réticulocytes chez les souris S/S comparées aux A/A confirmant
I'hnemolyse caractéristique de la maladie. Une altération de la deformabilité
érythrocytaire sans dégradation de la viscosité sanguine chez les S/S suggérent —
avec la baisse de I'hématocrite — la mise en place d'un phénomene compensatoire
pour maintenir une viscosité sanguine stable et limiter ainsi les risques d'accidents
vaso-occlusifs. Les souris porteuses de la mutation drépanocytaire affichent
également une hyperleucocytose a I'état stable reflétant une inflammation chronique
et systémique caractéristique du phénotype humain. Au niveau tissulaire, les souris
S/S avaient une hypertrophie splénique associée a des concentrations élevées en
produits d'oxydation des protéines (AOPP), a des activités antioxydantes de GPx et de
SOD amoindries et a une expression ARNm de cytokines pro-inflammatoires réduite
attestant de séveres dommages structuraux et fonctionnels de cet organe. Cet aspect
phénotypique des souris Townes n'est en revanche pas conforme a celui retrouvé
chez 'Homme. La plupart des patients ne développent pas de splénomégalie mais
subissent, au contraire, une autosplénectomie due a des infarctus multifocaux et
répétés au cours de leur croissance ((Brousse et al., 2014) ; cf. 1.B.5.b). A I'état stable,
les poumons semblent peu affectés sur le plan inflammatoire mais seraient
severement altérés suite a un stress d’hypoxie/réoxygénation (Tan et al., 2016) ou une
injection unique d’heme (Ghosh et al., 2013). L'hypertrophie cardiaque, I'expression
élevee d’ARNm de cytokines pro-inflammatoires et [l'activité GPx défectueuse
observées chez les souris S/S a I'état basal suggerent des dégats présents mais
relativement modérés de cet organe. Des observations semblables sont faites chez les
patients drépanocytaires chez lesquels une hypertrophie ventriculaire associée a une

hypertension artérielle pulmonaire est souvent diagnostiquée ((Gladwin and Sachdev,
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2012) ; cf. 1.B.5.c). En revanche, le foie et les reins apparaissent particulierement
sensibles au stress oxydant et a I'inflammation a I'état basal comme le suggerent
I'augmentation des AOPP dans les deux organes, du NF-kB et TNF-a rénaux et de
VCAM-1 et IL-1B hépatiques. L'expression exacerbée de ces marqueurs
inflammatoires et du stress oxydant lorsque les souris sont a I'état stable suggere une
participation de ces facteurs au développement de dysfonctions rénales et

hépatiques chroniques chez ces animaux.

Bien que non exhaustif, I'établissement de ces profils hématologiques,
hémorheologiques, inflammatoires et du stress oxydant chez la souris Townes met en
évidence une variabilité entre les tissus majoritairement affectés par la maladie dans
I'expression des différents parametres physiopathologiques mesurés. Les résultats de
cette étude pourraient alors aider a optimiser le développement de nouveaux
traitements pharmacologiques potentiels en ciblant spécifiquement une/des
molécules d'intérét dans I'organe touché. De maniere plus directe, ce travail sert de
base pour les analyses réalisées dans les études 3 et 4 en permettant d'identifier les
organes et molécules d'intérét susceptibles d'étre modulés par les deux approches

utilisées.
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Etude 3 : Un entrainement physique modéré diminue lI'inflammation

chez des souris drépanocytaires Townes

Charrin E., Dubé J.J., Connes P., Pialoux V., Ghosh S., Ofori-Acquah S.F.*, Martin C*.

Soumis dans British Journal of Haematology (2016).
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Un programme d'activité physique réguliere en roue d'activité semble limiter
les effets déléteres d'un stress vaso-occlusif dans le poumon et le coeur de souris SAD
(cf. Etude 1 et (Aufradet et al., 2014; Faes et al,, 2015)). Cependant, comme le met en
évidence I'étude 2, la souris Townes apparait comme un modele au phénotype
drépanocytaire trés proche de celui de 'Homme, méme a I'état stable contrairement
au modele SAD. Elle développe notamment des troubles hépatiques, rénaux et
spléniques séveres a I'état basal. L'objectif, ici, est alors d'établir un bilan, le plus
exhaustif possible, des effets de I'entrainement physique sur les principaux organes
affectés par la drépanocytose et ce, chez un modele sévere de la maladie a I'état

stable.

Cette 3°™ étude a été réalisée dans le cadre d'une mobilité internationale, au
sein de l'université de Pittsburgh, Pennsylvanie, dans l'équipe de Pr. Solomon Ofori-

Acquah.

Afin de déterminer les valeurs maximales de consommation d'O, et de vitesse,
pour pouvoir standardiser l'intensité de l'entrainement a 40-60% de cette vitesse,
I'ensemble des souris a d'abord participé a un exercice incrémental maximal. Cette
intensité a été définie sur la base des travaux existants (Balayssac-Siransy et al., 2011;
Waltz et al.,, 2012) suggérant que I'intensité d’'exercice ne devrait pas excéder le seuil
anaérobie qui se trouve entre 35 et 60% de VO,max chez les patients drépanocytaires
(Anthi et al., 2007; Callahan et al., 2002). A l'issue de 8 semaines d'entrainement sur
tapis roulant a raison d'une heure de course par jour, 5 jours/semaine, nous avons
procédé a une analyse des paramétres hématologiques, afin de vérifier les
adaptations a I'entrainement. Puis, sur la base des données récoltées dans I'étude 2,
nous avons analysé des marqueurs de l'inflammation systémique et rénale, du stress
oxydant cardiaque et hépatique, de I'hémolyse ainsi que I'aspect structural de la rate
en réponse a un entrainement de 8 semaines sur tapis roulant a intensité controlée et

modérée.
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o5 Abstract

gg Chronic systemic inflammation is a pathophysiological feature of sickle cell disease (SCD).
28 T ; : : ; : P
29 Considering that regular exercise exerts multiple beneficial health effects including anti-
30

31 inflammatory actions, we investigated whether an 8 week-training treadmill program could
32

33 minimize the inflammatory state in transgenic sickle cell mice. Exercise training increased the
34

gg percent of venous oxyhaemoglobin and sharply decreased the percent of carboxyhaemoglobin
gg suggesting that exercise training may limit the proportion of erythrocytes that were
39

40 deoxygenated in the venous circulation. Exercise training attenuated systemic inflammation as
41

42 attested by a significant drop in white blood cell (WBC) count and plasma Th1/Th2 ratio.
43

3‘; There was reduction in interleukin-1p and endothelin-1 mRNA expression in trained sickle
33 mice. The spleen/body mass ratio was significantly decreased in trained sickle mice and there
48 . : : y s
49 was a strong correlation between the magnitude of congestion and the relative spleen mass in
50

51 all animals (trained and untrained). We conclude that moderate intensity exercise training,
52

53 without any noticeable complications, may be associated with limited baseline blood
54

gg deoxygenation and inflammation in sickle cell mice, and reduce sequestration of sickle
g; erythrocytes/congestion in the spleen.

59

60
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Introduction

Sickle cell disease (SCD) is a genetic disorder characterised by the production of an
abnormal haemoglobin (HbS) that forms intracellular polymers under deoxygenated
conditions (Stuart & Nagel, 2004). The ensuing damage to sickle red blood cells (RBCs)
results in poor deformability, intravascular haemolysis and occlusion of small vessels (Ballas
& Mohandas, 1996). Intravascular haemolysis is accompanied by a release of cell-free HbS
and other dangerous molecules into the bloodstream that promote oxidative stress and damage
the endothelium (Gladwin & Ofori-Acquah, 2014). The subsequent inflammatory response
and endothelial activation triggers the recruitment of adherent leucocytes, as well as RBCs
and platelets, on the vascular wall. Increased blood cell adhesion to the endothelium disturbs
microvascular blood flow dynamics and accentuates sickle RBCs transit time into the
microcirculation (Frenette, 2002). Therefore, homozygous SCD patients exhibit persistent
inflammation as indicated by higher circulating levels of inflammatory mediators (Pathare et
al, 2003; Hebbel et al, 2004; Hoppe, 2014) resulting in severe organ damage that could lead

to the death of the patient (Platt et al, 1994; Beers et al, 2015).

Acute bouts of exercise can cause a temporary increase in inflammatory markers,
adhesion molecules and oxidative stress markers (Bartzeliotou et al, 2007). The acute
inflammatory response is necessary for muscle healing and repair process that initiate
performance related adaptations (Toumi & Best, 2003). SCD patients are usually advised to
not participate in aggressive sporting activities largely due to fears of causing painful
vasoocclusive crisis (Connes ef al, 2011; van Beers et al, 2014; Martin et al, 2015). However,

several recent studies have demonstrated that short acute submaximal exercises are not
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1

2

3 associated with clinical events among SCD patients (Balayssac-Siransy ef al, 2011; Martin et
4

5 al, 2015). Importantly, biological responses to exercise were not different among healthy
6

; subjects and SCD patients (Balayssac-Siransy et al, 2011; Waltz et al, 2012; Faes et al, 2014).
?O Liem and colleagues demonstrated that a maximal cardiopulmonary exercise testing (CPET)
11

12 did not exacerbate endothelial activation and inflammation in children with SCD (Liem et al,
13

14 2015a). Thus, acute aerobic exercise appears to be a safe intervention for SCD patients.

15

13 Exercise training promotes anti-inflammatory responses in healthy people (Pedersen &
13 Hoffman-Goetz, 2000) as well as in several cardiovascular, metabolic and respiratory diseases
20

21 (Adamopoulos et al, 2001; Yang & Chen, 2003; Halle et al, 2004; Zoppini et al, 2006;
22

23 Fernandes et al, 2010; Hamer et al, 2012). We have previously described reduced plasma
24

22 soluble vascular adhesion molecule (sVCAM-1) in physically active sickle cell trait (SCT)
S; individuals at rest and 24hrs after an incremental maximal exercise (Aufradet et al, 2010).
gg Furthermore, there is a decrease in pulmonary p-selectin and VCAM-1 expression in SAD
31

32 sickle cell mice (mild SCD phenotype) following 8-weeks of volunteer aerobic training
33

34 (Aufradet et al, 2014). Hitherto, the potential anti-inflammatory benefits of exercise therapy
35

gg in SCD have not been investigated. Hence, to test the hypothesis that regular exercise may
gg improve inflammatory state of SCD, we subjected humanised transgenic sickle mouse model
40

41 expressing exclusively human sickle haemoglobin to an 8-week moderate and individualised
42

43 exercise training.

44

45

46 Material & methods

47

48

49 Animals

50

g; A colony of Townes sickle mice was established using breeding pairs purchased from the
gi Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Hb genotype and phenotype were confirmed by
55

56 PCR and Hb gel electrophoresis respectively. Townes mice have both human a- and -globin
57

58 genes knocked into the mouse locus, allowing the generation of littermates AA (healthy) and
59

60
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SS (homozygous SCD) by intercrossing AS mice. Mice were used and maintained on a 12-
hour light-dark cycle with food and water ad libitum. The Institutional Animal Care and Use
Committee (IACUC) at the University of Pittsburgh (Protocol #13102567) approved all mice

studies.

Peak exercise protocol

Seven-week old SS (n=17) mice were subjected to a 3-day acclimation with progressively
increased intensity and duration of treadmill exposure (RM Exer-3/6 Open Treadmill with
Manual Incline; Columbus Instruments). For the peak test, mice ran on an enclosed single-
lane treadmill (Molecular Enclosed Metabolic Treadmill for Mice; Columbus Instruments)
attached to an Oxymax/Comprehensive Laboratory Animal Monitoring System (CLAMS;
Columbus Instruments) that allowed real-time measurements of oxygen consumption (VO,)
and carbon dioxide output (VCO,). Mice were fasted for 4 hours with testing being completed
between 9 and 11 AM. Mice went through a warm-up (Sm/min for 5Smin) before they ran at
fixed velocities of 9, 12 and 15m/min at 15° inclination for 5 min at each level (Kemi et al,
2002). Thereafter, treadmill speed was increased by 2m/min every two minutes until
exhaustion, which was defined as the inability to return to treadmill running after 10 s. The
speed at which VO, reaches a plateau (VOpeak) is defined as the maximal aerobic speed

(MAS).

Treadmill training protocol

For the investigations of prolonged training adaptations, mice were rested for 7 days
following the peak exercise and were then randomised into either treadmill running (trained:
T-SS) or sedentary control groups (untrained: UT-SS) at 8 weeks of age. Trained mice ran on
a motorised treadmill (RM Exer-3/6 Open Treadmill with Manual Incline; Columbus
Instruments) 1h/day, S5d/week for 8 weeks. The training protocol was designed as follows: for

the first 2 weeks the intensity was fixed at 40% of MAS and running times were increased by
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1

2

3 15 min every 2-3 days until the animals ran for 1h per day; the intensity was then increased by
4

5 5% every week until it reached 60% MAS. This intensity was maintained during the rest of
6

; the 8-week training period (Pereira et al, 2009). UT-SS mice were exposed to the treadmill
?0 1d/week and handled daily in a similar fashion as T-SS mice. Mice were exposed to brief
11

12 periods of electric shock if they failed to keep up with the speed of the treadmill. If a mouse
13

14 absolutely refused to run, the animal was removed from the treadmill for the day. Overall, for
15

13 the entire 8-week training period, SS mice ran an average of 48 + 8 min per session.

18

19 Ti li

56 issue sampling

g; Mice were anesthetised with isoflurane (Isothesia®, Henry Schein, Dublin, OH, USA) 72hrs
23

24 after the last exercise session and blood was collected by a retro-orbital venepuncture into
25

26 EDTA tubes for haematological analysis. Mice were then sacrificed by cervical dislocation.
27

gg Heart, liver, spleen and kidneys were collected, weighed and immediately frozen in liquid
g? nitrogen for oxidative stress, western blot and qRT-PCR analyses.

32

32 Whole blood co-oximetry and haematology

35

36 Total Hb concentration and percent of O,Hb, COHb and MetHb were measured in venous
37

38 whole blood using a portable CO-oximeter (AVOXImeter 400, ITC). Complete blood count
39

3? (CBC) was assessed using a HemaTrue haematology analyzer (Heska). The percentage of
:g reticulocytes was determined by flow cytometry using thiazole-orange staining.

44

:g Plasma analysis

47

48 Freshly collected EDTA blood samples were centrifuged at 1,200 g at room temperature for
49

50 15 min to collect plasma. Total plasma haemoglobin, total plasma haem and LDH activity
51

gg were quantified using colorimetric assay kits (BioAssay Systems, #DIHB-250, #DIHM-250
54

55 and #D2DH-100).

56

g; Luminex assay on plasma Thl/Th2 cytokines

59

60
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Plasma Th1/Th2 cytokines were determined with the BioPlex Pro™ mouse cytokine,
chemokine, and growth factor 23-plex assay (BioRad, Hercules, CA, USA). The assay was

performed according to the manufacturer’s instructions.

qRT-PCR

For antioxidant enzymes mRNA level, total mRNA from organs was isolated using RNeasy
mini kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) according to the manufacturer’s instructions. 500 ng
per sample of total mRNA were reverse transcribed to cDNA with the high-capacity cDNA
reverse transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The reactions were incubated in a thermal cycler for 10 min at
25°C, 2 hrs at 37°C 5 min at 85°C and then held at 4°C. Real-time qPCR analysis was
performed on a StepOne Realtime PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
All experiments were done in triplicate with TagMan fast advanced master mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Expression level was calculated by the ddCt method and
normalised to ribosomal 18S RNA (Livak & Schmittgen, 2001). The TagMan probes used
were: Haem oxygenase-1 (Hmox-1; MmO00516005 ml), Nadph quinone oxidoreductase-1

(Ngo-1; Mm01253561 _m1), Superoxide dismutase-1 (Sod-1; Mm01344233 gl).

For cytokines mRNA level, total mRNA from organs was isolated using Trizol reagent (Tri
Reagent LS, Euromedex, Souffelweyersheim, France) according to the manufacturer
instructions, purified with DNase I (EN0525, ThermoFisher scientific, Waltham, MA, USA)
and concentrated at 80 ng/pL. 1000 ng per sample of total mMRNA were reverse transcribed to
cDNA with the reverse transcriptase RNase Hminus (Promega, Madison, WI, USA) using
oligo (T)15 (Eurogentec, Seraing, Belgium). RT calibration was done in the presence of 80 pg
of a synthetic external and non-homologous poly(A) Standard RNA (SmRNA, Synthetic
mRNA) used to normalise the reverse transcription of mRNAs of biological samples (Morales

and Bezin, patent W02004.092414). Real-time qPCR analysis was performed on a Rotor-
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1

2

g Gene Q system (Qiagen, Venlo, Netherlands) by using the Rotor-Gene SYBR® green PCR kit
4

5 (Qiagen, Venlo, Netherlands). The thermal profiles consisted of 15 min at 95°C for
6

; denaturing followed by 45 cycles of amplifications (15 sec at 94°C for denaturation, 30 sec at
?O 58°C for annealing and 6 sec at 72°C for extension). Results obtained for the targeted mRNAs
11

12 were normalised against the SmMRNA. The primer pairs used were: Interleukine-15 (IL-1B;
13

14 NM 008361.3); Interleukine-6 (1L-6; M24221.1); Tumour necrosis factor-o. (TNF-a;
15

1‘75 M13049.1); Endothelin-1 (ET-1; NM_010104.2); Vascular cell adhesion molecule-1
1

13 (VCAM-1; NM_011693.2); Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1; NM 010493.2); P-
20

21 selectin (P-sel; NM_011347.2)

22

23

24 Oxidative stress and antioxidant assessment

25

gg Heart and liver were homogenised (10%, w/v) in PBS 1X + EDTA 0.5mM in ice. After
gg centrifugation at 12,000 g for 10 min at 4°C the supernatant was collected for oxidative stress
30

31 markers. Homogenate aliquots were stored at -80°C. Protein concentrations were determined
32

33 using the BCA protein assay kit (Novagen, Darmstadt, Germany). All the products used for
34

gg oxidative stress measurements came from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA) and
gg spectrophotometric measurements were performed on TECAN Infinite 2000 plate reader
33 (Ménnedorf, Switzerland). Results were standardised per mg of total protein.

41

42 Witko-Sarsat (Witko-Sarsat et al, 1996), Paglia & Valentine (Paglia & Valentine,
43

44 1967), Oberley & Spitz (Oberley & Spitz, 1984) methods were used to determine advanced
45

Zg oxidation protein products, glutathione peroxidase and superoxide dismutase activities,
48 el

49 respectively.

50

al Histopathol

50 istopathology

53

54 Spleens were harvested and fixed with 10% buffered formalin. Tissue sections were stained
55

56 with haematoxylin/eosin (H&E) and examined using an Olympus AX70 microscope. Images
57

gg were recorded with an Olympus U-CMAD3 DP70 camera and Olympus DP70/DP30 BW
60
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software (version 02.0201.147). Imagel]® software with the “H&E colour deconvolution”
plugin was used to establish vascular congestion score in the spleen. Briefly, this score was
measured by determining the total tissue area on the original picture while the congested area
was defined using ImageJ’s automatic threshold on the eosin component, obtained after H&E

colour deconvolution as previously described (van Putten ef al, 2010).

Statistics

Statistical analyses were performed using Statistica Software (Tulsa, OK, USA). All
variables were tested for normality and variance homogeneity. Data from Table 1 were
compared using a two-way repeated measures analysis of variance (ANOVA). Data between
untrained and trained SS mice were compared using unpaired Student t-test or Mann-Whitney
test when appropriate. Pearson’s coefficient was used to test the correlation between relative
spleen weight and histological congestion score. A p-value < 0.05 was considered statistically

significant. The data were expressed as means + SD.
Results

Aerobic exercise training improves CO-oximetry variables in sickle cell disease.

In humans, endurance training is usually associated with a dilutional pseudoanaemia due to an
expansion of plasma volume — rather than a haemolysis — characterised by a decreased
haematocrit (Shaskey & Green, 2000). To test the hypothesis that chronic aerobic exercise
would result in similar improvements in a rodent model of sickle cell disease, we performed a
complete blood count as well as haemolytic markers assays in SS-mice following 8-weeks of
forced treadmill running. As shown in Table 1, prior to the training, VO, peak and maximal
aerobic speed were similar in all SS mice. These values are significantly lower (-17% and -
57% respectively) than those usually obtained in healthy AA mice in our laboratory

(Supplementary Table 1). After 8 weeks of training, body weight, heart weight, platelets and
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1

2

3 RBC indices were not affected in SS mice (Table 1). However, in T-SS, haematocrit was
4

5 significantly lower while the percent of venous oxyhaemoglobin was almost 2-fold higher
6

; compared to UT-SS (Figure 1A-B, both p<0.05). Exercise training led to a 3-fold decrease in
?O the percent of carboxyhaemoglobin in sickle mice (Figure 1C). Total plasma haem, total
11

12 plasma haemoglobin and circulating LDH were not significantly reduced in trained compared
13

14 to untrained SS mice (-5%, -7% and -7% respectively, p>0.05; Table 1). Together these data
15

1? suggest that exercise training modulates haematocrit, venous blood deoxygenation and
13 carboxyhaemoglobin levels in sickle mice.

20

g; Aerobic exercise training improves systemic and tissue-specific oxidative stress and
23 inflammation in sickle cell disease.

gg Sickle cell disease is associated with increased oxidative stress (Wood & Granger, 2007;
26

o7 Chirico & Pialoux, 2012) and chronic inflammation (Sparkenbaugh & Pawlinski, 2013;
28

29 Hoppe, 2014). To test the hypothesis the chronic aerobic exercise would improve these
30

31 deleterious pathways, we measured tissue specific markers of oxidative stress and
32

gi inflammation. In the heart, advanced oxidation protein products (AOPP) levels were lower in
35

36 trained SS than in untrained littermates whereas no change in antioxidant enzyme mRNA
37

38 expression or activity were observed between the two groups (Table 2). In liver, haem
39

40 oxygenase-1 (HO-1) mRNA expression was lower in the trained group while there was no
41

:g significant difference for the other oxidative stress markers between the two groups. The 8-wk
:g training decreased the WBC count by more than 30% in SS mice (Figure 2A, p<0.05) and
46

47 this change was reflected by a corresponding lower lymphocytes count (Table 1, p<0.05).
48

49 Remarkably, five of the eight calculated Th1/Th2 ratios were reduced in trained mice
50

g; compared to untrained SS mice (Figure 2B). After 8 weeks of training, SS mice presented a
gi 2-fold and a 3-fold decrease in IL-1p and endothelin-l mRNA expression in the kidneys,
55

56 respectively (Figure 3A). However, no change was detected in adhesion molecules mRNA
57

58

59

60
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expression (Figure 3B). Together these data support the hypothesis that moderate exercise

training may attenuate inflammatory process in sickle mice.

Moderate training limits splenic congestion

The spleen/body mass ratio was substantially reduced in the trained group (Table 1).
Histology revealed a less congested splenic vasculature (Figure 4A) suggested by a downward
trend (p=0.06) in the spleen congestion score in T-SS mice (Figure 4B). The magnitude of
congestion in all animals was positively correlated (p<0.01) with the relative spleen mass
(Figure 4C). Finally, the 8-wk training did not affect pro-inflammatory markers mRNA
expression in the spleen of SS mice (data not shown). Together these data suggest that

exercise training may limit splenic hypertrophy and congestion in sickle mice.

Discussion

The overall goal of this study was to determine the impact of chronic aerobic exercise
training on haematologic variables, oxidative stress, and inflammation in a severe mouse
model of sickle cell disease (SCD). Our novel results provide evidence of multifocal benefits
of exercise training in SCD mice by 7) limiting resting blood deoxygenation, ii) reducing
systemic and organ inflammation, i#i7) decreasing carboxyhaemoglobin levels, and iv)
attenuating spleen congestion. These data are highly impactful given the fact that individuals
with SCD are prone to multiorgan damage (Banerjee et al, 2001; Al-Salem, 2011; Nath &
Hebbel, 2015) and are generally discouraged from engaging in vigorous physical activity
(Connes et al, 2011; Martin et al, 2015). Our data provide evidence to support the notion that
moderate aerobic exercise may result in systemic as well as tissue specific improvements in
pathways known to adversely affect patients with SCD.

Aerobic capacity is reduced in humans with SCD. Indeed, previous findings reported

exercise limitation in SCD patients during a 6-min walk test (Gordeuk et al, 2011; Waltz et al,
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1

2

3 2013) as well as submaximal (McConnell et al, 1989; Hackney et al, 1997) and maximal (van
g Beers et al, 2014; Liem et al, 2015b) exercise testing. Reduced aerobic fitness of SCD
; patients is attributed to chronic anaemia (van Beers et al, 2014), as well as impaired
?O musculoskeletal function (van Beers et al, 2014; Ravelojaona et al, 2015) and cardiovascular
1; and respiratory limitations (Callahan et al, 2002; Connes et al, 2011). In agreement with these
ig data, we observed reductions in peak fitness in the murine model of sickle cell disease. These
13 data, in conjunction with the other haematologic variables reported, support the validity of
18 using this particular model in the examination of exercise interventions in sickle cell disease.
20

g; Exercise training is a fundamental lifestyle intervention known to improve
gi cardiovascular fitness (Dimmeler & Zeiher, 2003), reduce oxidative stress (Ji et al, 2006), and
gg decrease markers of inflammation (Gleeson, 2007). However, exercise training studies in
gé sickle cell patients are limited due to the potential for crises associated with physical activity
g? (Connes et al, 2011; Martin et al, 2015). Nonetheless, in our experiment, the moderate-
gg intensity exercise regimen we imposed was well tolerated by the SS mice and induced a
gg normal physiological haemodilution response, as suggested by the lower haematocrit without
§Z any change in RBC count or total Hb after training (Brun, 2002). More intriguingly, exercise
2(9) training increased the fraction of venous oxygen-saturated haemoglobin at rest in the sickle
:; mice when it should not vary with training status in resting conditions (Sullivan et al, 1988).
22 We speculate that the increase in venous blood oxygenation would interfere with HbS
Zg polymerization and limit RBC sickling in the trained SS mice. Together these data suggest
Eé that decrease in both haematocrit and resting venous blood deoxygenation induced by
g? exercise may result in lower risk of RBC sickling in SCD.

52

gi Haemolysis is a major component of SCD resulting in increased oxidative stress, NO
gg scavenging and inflammation. Although accurate assessment of haemolysis is challenging and
g; the validity of most of the biomarkers is controversial (Hebbel, 2011; Kato et al, 2013),
o0
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carboxyhaemoglobin has been shown to be a reliable haemolytic index given that it generated
from endogenous carbon monoxide (CO) that is derived solely from haem catabolism (Engel
et al, 1971). Therefore, the decrease in venous proportion of carboxyhaemoglobin
accompanied by the slight, but not significant, reduction in total plasma Hb, total plasma
haem and LDH activity as well as by lower hepatic HO-1 mRNA expression support our
contention that moderate exercise training attenuated intravascular haemolysis in the SS mice.
In agreement with this reasoning, we previously found lower LDH activity after hypoxia-
reoxygenation stimulus in physically active sickle SAD mice compared to untrained
littermates (Charrin ef al, 2014). Furthermore, blunted haemolysis could limit the extent of the
oxidative stress damage (Chirico & Pialoux, 2012) as evidenced in the present study by lower
AOPP levels in the heart. Together these data suggest that exercise may attenuate haemolysis,
but additional studies using more direct haemolytic markers are required to confirm that
statement.

Compared to healthy individuals, SCD patients suffer from leucocytosis and high
resting concentrations of pro-inflammatory cytokines (Hoppe, 2014). Nevertheless, previous
work showed a decrease in IL-18/IL-10 ratio (cytokines secreted by Thl and Th2 subtype T-
cells, respectively) in trained diabetic patients suggesting a shift towards an anti-inflammatory
function of chronic exercise (Kadoglou et al, 2007). Similarly, in multiple sclerosis patients,
Th1 type response was reduced with no changes in Th2 type response after an 8-wk exercise
training (Golzari et al, 2010). The reduced WBC count and Th1/Th2 ratios in the trained SS
mice in this study may thus indicate an anti-inflammatory role of moderate endurance training
in SCD. Reduced systemic inflammation by exercise training may further limit organ-specific
inflammation, especially in the kidney as suggested by lower renal IL-1p and ET-1 mRNA
expression in the trained SS mice. We speculate that moderate training might prevent renal

injury in sickle mice as ET-1 and IL-1p have been widely shown to contribute to the

176

Page 12 of 27



PARTIE 3 — CONTRIBUTION PERSONNELLE

Page 13 of 27 British Journal of Haematology

1

2

3 progression of SCD kidney disease (Furuichi er al, 2006; Tharaux, 2011; Heimlich et al,
4

5 2016). Lowering of HO-1 expression in the liver of trained SS mice provides complementary
6

; evidence of the anti-inflammatory impact of chronic exercise as raised HO-1 promotes
?O metabolic inflammation in obese mice and humans (Jais ef al, 2014).

11

12 Hypersplenism, characterised by splenomegaly with anaemia and thrombocytopenia,
13

14 results from recurrent acute sequestration of RBCs in the spleen and is associated with an
15

13 increased morbidity and mortality in SCD children (Topley et al, 1981). Remarkably,
13 histological data from the current study reveal that moderate endurance training reduced
20

21 splenic congestion and limited its enlargement in sickle mice. In line with this finding, the
22

23 severity of spleen congestion was lower in sickle mice after 3-months on high protein diet
24

25 than in normal diet sickle mice even though spleen weight did not change (Manci et al, 2014).
26

S; One may speculate that the increased resting venous oxygen saturation observed in SS mice
2 5 . A

33 and the associated lower risk of HbS polymerization subsequently decreased the amount of
31

32 sickle RBC trapped into the splenic microcirculation, attenuating congestion. Despite this, the
33

34 absence of changes in cytokines genic expression in SS spleen may suggest that exercise
35

gg training failed to improve spleen function, as Szczepanek et al. recently showed that splenic
gg white pulp disorganization and reduction of defined lymphoid follicles are associated with an
40

41 impaired immune response in BERK mice (Szczepanek et al, 2012). Together these data point
42

43 to an exercise-induced improvement in spleen structure and size that might limit the risk of
44

45 potentially fatal splenic rupture.

46

jg In conclusion, we have identified that moderately intense exercise training is a major
49 ce s . . . . . .
50 mitigating factor of intravascular haemolysis, systemic and renal inflammation and splenic
51

52 congestion in homozygous SCD mice. These findings strengthen the previous evidence that
53

54 exercise training, with appropriate safety considerations, could serve as a potential therapeutic
55

gg option for a large number of patients worldwide.

58

59

60
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Figure Legend

Table 1. Haematological physical and exercise characteristics of trained and untrained SS
mice, before and after exercise training program. RBC, red blood cell count; tHb, total
haemoglobin; LDH, lactate dehydrogenase;VO,peak, peak oxygen consumption, MAS,
Maximal aerobic speed. UT-SS (n=7) and T-SS (n=10). Values are presented as means =+
SEM. § (p<0.05) vs. UT-Pre; # (»<0.05) vs. UT-Post; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Table 2. Oxidative stress and antioxidant responses in trained and untrained SS mice. Cardiac
and hepatic oxidative stress marker, AOPP (Advanced oxidation protein products),
antioxidant activity of GPx (Glutathione peroxidase), Catalase and SOD (superoxide
dismutase) and antioxidant mRNA levels of HO-1 (haem oxygenase-1) and NQO-1 (NADPH
quinone oxidoreductase) were measured. Values are presented as means + SEM. UT-SS (n=7)
and T-SS (n=10). * p<0.05.

Figure 1. Exercise training induced a physiological decrease in haematocrit and improved
CO-oximetry parameters in SS mice. Haematocrit (4), venous oxyhaemoglobin (B) and
venous carboxyhaemoglobin (C) were assessed in UT-SS (n=7) and T-SS (n=10). Values are
expressed as means + SEM. * p<0.05, *** p<0.001.

Figure 2. Systemic inflammation was attenuated by exercise training in SS mice. WBC (White
blood cell) count (4) was determined in UT-SS (n=7) and T-SS (n=10). Plasma Th1/Th2
ratios (B) were calculated in UT-SS (n=5) and T-SS (n=6). IL-2, interleukin-2 ; IL-4,
interleukin-4; IL-5, interleukin-5 ; IL-6, interleukin-6; IL-10, interleukin-10; TNF-a, tumour
necrosis factor-o. Values are presented as means + SEM. * p<0.05, ** p<0.01, * p=0.06.

Figure 3. Moderate exercise training decreased pro-inflammatory cytokines but did not affect
adhesion molecules expression in the kidney of SS mice. Pro-inflammatory cytokines (4) and
adhesion molecules (B) mRNA expression was assessed in UT-SS (n=5) and T-SS (n=8).
VCAM-1, vascular adhesion molecule-1 ; ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1 ; TNF-
a, tumour necrosis factor-a ; IL-1p, interleukin-1p ; IL-6, interleukin-6, ET-1, endothelin-1.
Values are expressed as means + SEM.* p<0.05.

Figure 4. Spleen congestion was reduced in trained SS mice. (A) Spleen congestion score was
quantified in UT-SS (n=5) and T-SS (n=8). (B) Correlation between relative spleen weight
and spleen congestion score was established in all animals (n=13). (C) shows representative
H&E stained spleen tissue sections of UT-SS and T-SS. Adhesion molecules and pro-
inflammatory cytokines mRNA expression (D) was quantified in the spleen of UT-SS (n=7)
and T-SS (n=10).. Vcam-1, vascular adhesion molecule-1 ; Icam-1, intercellular adhesion
molecule-1 ; Tnf-a, tumour necrosis factor-a.. Values are expressed as means = SEM.
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Table 1.
UT-Pre T-Pre UT- Post T- Post T‘:f“;:c . T'e“f'f';'c‘:g
Haematology
RBC (10%/uL) 6.6+0.4 58+03 57+05 48402 * *
tHb (g/dL) 7.5+0.5 6.9+0.3 6.3+0.4 56+02 ** *
Reticulocytes (%) 53.1+1.9 55.8+1.9 57.0+4.4 58.0+2.6 NS NS
Lymphocytes (10°/uL) 23.9+18 19.1+2.3 17.3+23 120+ 0.8 # *kk *
Monocytes (103/pL) 41+03 28+048 1.6+0.3 1.2+0.1 *okk *
Granulocytes (10%/uL) 6.2+0.9 44+0.9 2.8+0.8 1:5:0:2 R NS
Platelets (10%/uL) 5583+64.5 451.1+£65.5 548.7+67.3 452.9+79.9 NS NS
TPH (uM) - - 45.1+£3.6 403+ 1.6 - -
Tot plasma Hb (mg/dL) - - 80.1 £6.5 71.8+2.9 - -
LDH (IU/L) - - 281.2+9.8 267.1 +7.1 - -
Physical
Body weight (g) 25.7+0.9 25.8+0.5 282+0.4 282+0.5 Ha* NS
Heart weight (mg) - - 185.7+9.7 202.2 +£6.0 - -
Heart w/body w (mg/g) - - 6.6+0.3 7-2:£0:2 - -
Spleen weight (mg) - - 1976.5 +264.4 1607.8+92.8 # - -
Spleen w/body w (mg/g) - - 743 +9.7 572+33# - -
Exercise
VO,peak (ml/min/kg) 6881.6 7160.5 + : 2 S :
194.3 145.0
MAS (m/min) 13.9+1.0 13.4+0.6 - - - -
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Table 2.
UT-SS T-SS
Heart
AOPP (nmol/mg prot) 266+1.7 21.9+0.8*

Catalase (nmol/mg prot)

GPx (nmol/min/mg prot)

SOD (nmol/min/mg prot)

Hmox-1 mRNA (relative to UT-SS)

Ngo-1 mRNA (relative to UT-SS)
Liver

AOPP (nmol/mg prot)

Catalase (nmol/mg prot)

GPx (nmol/min/mg prot)

SOD (nmol/min/mg prot)

Hmox-1 mRNA (relative to UT-SS)

Nqo-1 mRNA (relative to UT-SS)

19.3+12.0 9.8+3.7
103+1.9 10.0+1.9
1.6 £0.2 1.4+0.1
1.0 0.9+0.1
1.0 1.5+0.1

38743000 37727
48+0.7 5.1+£0.7
49+0.7 50+0.5
3.0+0.5 29+0.4
1.0 0.8+0.1%
1.0 0.9+0.1
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Figure 1.
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Figure 3.
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Supplementary Table 1. Haematological physical and exercise characteristics of untrained
AA mice, before (AA-Pre) and after (AA-Post) exercise training program. RBC, red blood cell
count; tHb, total haemoglobin; LDH, lactate dehydrogenase; VO,peak, peak oxygen
consumption, MAS, Maximal aerobic speed. AA-Pre (n=6) and AA-Post (n=6). Values are
presented as means = SEM. ** p<0.01 vs. AA-Post (Paired t-test).

AA-Pre AA-Post
Haematology
RBC (10%pL) 9.8+0.3 8.2 + 0.4%*
tHb (g/dL) 122+0.4 11.4+0.5
Lymphocytes (10°/uL) 10.5+0.5 9.6+ 0.6
Monocytes (10°/uL) 0.9+0.1 0.7+0.1
Granulocytes (10°/uL) 1.1£0.1 0.8+0.1
Platelets (10°/uL) 1273.0 + 151.1 1086.0 + 153.9%*
Physical

Body weight (g)

Heart weight (mg)

Heart w/body w (mg/g)
Spleen weight (mg)
Spleen w/body w (mg/g)

Exercise
VO,peak (ml/min/kg)
MAS (m/min)

26.6 £0.4

8392.0 £294.2
31.8+1.0

30.1 £0.7**
179.6 £ 8.2
59+02
201.4+29.4
6.6+1.0
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Malgré une aptitude physique aérobie limitée par rapport aux souris saines AA,
les souris SS ont bien toléré les sessions d'entrainement. Cette assomption est
appuyée, par I'absence de mortalité liée a I'exercice dans le groupe des SS entrainées,
ainsi que par une réponse physiologique de diminution de I'hématocrite associée a
une absence de variations du nombre de GRs et de la concentration en Hb avec
I'entrainement. Parmi les résultats les plus intéressants, la proportion
d'oxyhémoglobine était augmentée dans le compartiment veineux chez les souris SS
entrainées par rapport aux sédentaires. Ceci suggere une moindre désoxygénation
veineuse de I'HbS qui pourrait alors limiter le risque de formation de polymeres et
donc, par extrapolation, réduire la falciformation. En paralléle, I'entrainement a
diminué la proportion veineuse en carboxyhémoglobine, marqueur indirect
d'hémolyse. L'analyse des autres marqueurs classiques d’hémolyse (i.e. LDH, héme et
hémoglobine plasmatique) montre une légere baisse de ces parametres qui n'est
toutefois pas significative. Pourtant, une légere réduction des processus hémolytiques
pourrait limiter le stress oxydant comme le suggere la réduction de la concentration
cardiaque en produits d'oxydation des protéines (AOPP) chez nos souris entrainées.
Cependant, des analyses complémentaires devraient étre menées pour confirmer le
role de I'entrainement sur I'hémolyse chez les SS. L'entrainement semble également
atténuer I'inflammation systémique comme en témoigne la diminution significative
du nombre de leucocytes et du ratio Th1/Th2, indiquant une stimulation des
mécanismes anti-inflammatoires chez les souris SS. Ainsi la moindre inflammation
systémique pourrait se refléter au niveau organique comme le suggere |'expression
rénale réduite des ARNm d'IL-1B et de I'endothéline-1 étaient chez les souris SS
entrainées par rapport a leurs congénéres sédentaires. De facon spéculative, si le
risque de falciformation est effectivement réduit et que I'hémolyse est amoindrie, la
formation de micro-thrombi dans la médulla rénale et I'hyperfiltration glomérulaire
(mécanismes détaillés en [.B.5.d) pourraient étre elles aussi limitées, améliorant in
fine la fonction rénale. Cette hypothese reste bien évidemment a vérifier grace a des

mesures histologiques et du débit de filtration glomérulaire. Enfin, I'entrainement
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aurait pour conséquence de limiter la congestion splénique ainsi que I'amplitude de
la splénomégalie, caractéristiques des souris SS. Cependant, le potentiel effet
béneéfique de I'entrainement sur la fonction splénique reste a confirmer puisque dans
cette étude aucune variation de I'expression ARNm de molécules d’'adhérence et de
cytokines pro-inflammatoires n'a été observée entre les souris entrainées et

sédentaires

Au final, I'entrainement apparait comme un modulateur intéressant de
I'oxygénation veineuse, de I'inflammation systémique et rénale et de la congestion
splénique et comme un modulateur potentiel de I'hémolyse et du stress oxydant chez
des souris SS Townes. Ce travail complete et renforce les données précédentes
concernant les effets positifs multiples de I'entrainement dans la drépanocytose. On
pourrait alors a présent envisager, sous haut controle médical toutefois,
d'expérimenter chez I'Homme. En effet, I'entrainement physique a intensité modérée
n'induit pas d'effets secondaires indésirables notables chez les souris SS entrainées et
engendre méme des effets bénéfiques sur une pléthore de variables

physiopathologiques dans les organes majoritairement affectés par la maladie.
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Etude 4 : Effets du blocage des RAGEs sur I'inflammation, le stress
oxydant et le métabolisme de I'oxyde nitrique chez des souris

transgéniques drépanocytaires Townes

Charrin E., Faes C,, Pialoux V., Connes P., Joly P., Martin C.

En préparation
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Dans les études 1 et 2, nous avons observé respectivement, une augmentation
du MDA cardiaque chez des SAD soumises a un stress d'H/R comparées aux souris
saines et une élévation des concentrations en AOPP dans le foie, la rate et le rein de
souris Townes SS a l'état stable comparées aux AA. Or, le stress oxydant est un
facteur essentiel de la physiopathologie drépanocytaire qui amplifie la vasculopathie
et promeut le développement de dommages organiques multifocaux (Aslan and
Freeman, 2007; Nur et al., 2011a; Wood et al., 2008). Le fort taux d’hémolyse conduit
a une libération accrue du contenu érythrocytaire dont I'heme qui induit des
dommages oxydants au niveau endothélial en libérant son fer. Les phénomenes
d'ischémie-reperfusion se produisant lors d'occlusions vasculaires exacerbent
également le stress oxydant via une surproduction d'anions superoxyde notamment

par la xanthine oxydase.

Récemment, des concentrations élevées en produits avancés de la glycation
(AGEs) ont été mesurées chez des patients drépanocytaires (Nur et al., 2010; Somjee
et al., 2005). Ces composés générés de facon non-enzymatique par glycation de
protéines et lipides via la réaction de Maillard sont des acteurs connus du stress
oxydant apres fixation sur leur récepteur (RAGE) (Singh et al, 2001). L'interaction
AGE-RAGE a de multiples conséquences déléteres telles qu'une surproduction de
cytokines pro-inflammatoires, de molécules d'adhérence vasculaire, d'agents pro-
oxydants ainsi qu’une inactivation du NO. Au niveau organique, I'accumulation des
AGEs se traduit par une glomérulopathie, une hépatopathie, des dysfonctions
cardiovasculaires et une hypertension pulmonaire dans le diabéte et d'autres
maladies inflammatoires chroniques. Autant de manifestations cliniques qui sont
également caractéristiques de la drépanocytose. Pourtant, le role possible des RAGEs
dans la pathogenese de la maladie n'a fait I'objet d'aucune étude a ce jour. Ainsi, afin
de tester I'hypothese d'une contribution des RAGEs a la promotion du statut pro-
oxydant et pro-inflammatoire dans la drépanocytose, nous avons procédé a une

inhibition pharmacologique de ces derniers chez des souris drépanocytaires Townes.
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Le traitement consistait alors en une injection intrapéritonéale quotidienne, 5 jours
par semaine pendant 3 semaines, d'un antagoniste spécifique du récepteur (RAP :
RAGE Antagonist Peptide) chez des souris Townes. Les analyses réalisées a l'issue du
traitement reposaient sur des mesures des parametres hématologiques ; d'expression
des cytokines pro-inflammatoires IL-1B, TNF-o; de la molécule d'adhérence
vasculaire VCAM-1; de marqueurs du stress oxydant (NADPH Oxydase, AOPP),
d'activité d'enzymes antioxydantes (GPx, SOD) et du métabolisme du NO (eNOS,
Nitrite/Nitrate) et ce, dans les principaux organes affectés par la maladie, le cceur, le

foie, le rein, le poumon.
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Effects of RAGE blockade on inflammation, oxidative stress and nitric oxide metabolism

in transgenic Townes sickle mice
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"Interuniversity Laboratory of Human Movement Biology, University Claude Bernard Lyon
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2Laboratory of Excellence “GR-Ex”, Paris, France

3Institut Universitaire de France, Paris, France

4Laboratory of Biochemistry and Molecular Biology, Hospital Edouard Herriot, CHU de
Lyon, Lyon, France

Introduction

Sickle cell disease (SCD) is one of the most common severe monogenic disorders worldwide.
Mutated intraerythrocytic hemoglobin S results from a substitution of valine for glutamic acid on the
beta globin gene and leads to the formation of sickle-shaped red blood cells (RBCs) (Ballas &
Mohandas, 1996). The homozygous disease is characterized by increased RBCs fragility, decreased
RBCs deformability and increased endothelial adhesion that respectively promote chronic hemolytic
anemia and painful vaso-occlusive crises (VOC) (Rees e al., 2010). In sickle cell patients, oxidative
stress and inflammation are increased and exacerbate SCD vasculopathy and development of multiple
organ damages (Wood et al, 2008; Sparkenbaugh & Pawlinski, 2013). Following hemolysis,
hydrophobic free heme inserts into endothelial cell (EC) membranes and releases highly reactive iron
(Balla et al., 1991). Chronic exposition of ECs to hemoglobin and heme thus promote activated
proinflammatory phenotype (Wagener et al., 2001). Ischemia-reperfusion injury occurring during
VOC is thought to be caused by the entrapment of young adherent erythrocytes and leucocytes in the
microcirculation (Kaul & Hebbel, 2000). Intermittent I/R events further worsen vascular dysfunction
and oxidative stress by overproducing reactive oxygen species (ROS) which scavenge the potent

vasodilatory agent, nitric oxide (NO) (Wood et al., 2008).
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Under oxidative conditions, advanced glycation end products (AGEs) are generated by non-
enzymatic glycation and oxidation of proteins and lipids in the Maillard reaction (Singh et al., 2001).
Beyond their valuable role as well-established markers of oxidative stress (Genuth et al., 2005;
Koyama et al., 2007; Meerwaldt et al., 2008), AGEs when binding to their receptor (RAGE), have
been demonstrated to contribute to the pathophysiology of organ complications in diabetes mellitus
and other chronic inflammatory diseases (Miyata et al., 1998; Huebschmann et al., 2006; Guo et al.,
2012). The accumulation of AGEs has been shown to participate in renal filtration alteration and
glomerulopathy (Ahmed, 2005; Tan et al., 2007), hepatic fibrosis and cirrhosis (Hyogo & Yamagishi,
2008; Santos et al., 2013), cardiovascular dysfunctions (Hartog et al., 2007; Hegab et al., 2012) and
pulmonary hypertension (Meloche et al., 2013). The underlying molecular mechanisms involve
enhanced production of pro-inflammatory cytokines, adhesion molecules and oxidants and suppressed
nitric oxide synthesis following RAGE activation (Rojas et al., 2000; Ahmed, 2005; Goldin et al.,

2006).

Although numerous SCD-related organs complications are consistent with tissue damage
induced by RAGE activation, the possible role for the receptor in the pathogenesis of SCD has been
poorly investigated. Only two previous studies reported increased plasma AGEs concentrations in
children and adults with homozygous SCD at steady state with no further increase during VOC
(Somjee et al., 2005; Nur et al., 2010). To test the hypothesis that RAGE may contribute to the pro-
oxidant and the proinflammatory state of SCD, we compared cytokines expression and oxidative stress
markers levels, in a humanized transgenic mouse model of SCD (Townes) expressing exclusively
human sickle hemoglobin, subjected to pharmacological inhibition of RAGE with a specific antagonist

peptide (RAP: RAGE antagonist peptide).

Material & methods

Animals

We have established a colony of Townes sickle mice in our laboratory originally purchased

from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Mouse genotypes were confirmed by
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PCR. Townes mice have both human o- and B-globin genes knocked into the mouse locus,
allowing the generation of littermates AA (healthy controls) and SS (homozygous SCD) mice.
A total of 26 mice aged 8-9 weeks old were used and maintained on a 12-hour light-dark
cycle with food and water ad libitum. The guidelines from the French Ministry of Agriculture
for experimental procedures and the Institute for Laboratory Animal Research (National
Academy of Sciences, USA) were followed and the protocol was approved by the regional

animal care committee (Rhone-Alpes, France).

RAGE Antagonist Peptide treatment

RAGE antagonist peptide (RAP; Smg/kg, #553031, Merck Millipore, Molsheim, France) was
administered by LP. injection, five days per week for 3 weeks, as previously proposed

(Arumugam et al., 2012). Saline solution (NaCl 0.9%) was used as control.

Tissue sampling

The day after the last injection, 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 tubes for hematological analysis. Mice were sacrificed
by exsanguination with a 0.9% NaCl transcardial perfusion for 70 seconds. Heart, lungs, liver
and kidneys were collected and immediately frozen in liquid nitrogen for oxidative stress and

qRT-PCR analyses.

Hematology

An ABX Micros 60 automat (Horiba, Montpellier, France) was used for the following
hematological measurements: hematocrit (Hct), red blood cell (RBC) count, hemoglobin
concentration, mean corpuscular volume (MCV), RBC distribution width (RDW), mean

corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), mean corpuscular hemoglobin (MCH), white
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blood cell (WBC) count, lymphocyte, monocyte and granulocyte count, platelet count, mean
platelet volume (MPV). The percentage of reticulocytes and sickle cells were assessed on
smears stained with brilliant cresyl blue (860867, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) by two

investigators under a light microscope (BX43 Microscope, Olympus, Tokyo, Japan).

qRT-PCR for cytokines mRNA expression

Total mRNA from organs was isolated using Trizol reagent (Tri Reagent LS, Euromedex,
Souffelweyersheim, France) according to the manufacturer instructions, purified with DNase I
(ENO0525, ThermoFisher scientific, Waltham, MA, USA) and concentrated at 80 ng/uL. One
thousand ng per sample of total mRNA were reverse transcribed to cDNA with the reverse
transcriptase RNase Hminus (Promega, Madison, WI, USA) using oligo (T)15 (Eurogentec,
Seraing, Belgium). RT calibration was done in the presence of 80 pg of a synthetic external
and non-homologous poly(A) Standard RNA (SmRNA) used to normalize the reverse
transcription of mRNAs of biological samples (Morales and Bezin, patent W02004.092414).
Real-time qPCR analysis was performed on a Rotor-Gene Q system (Qiagen, Venlo,
Netherlands) by using the Rotor-Gene SYBR® green PCR kit (Qiagen, Venlo, Netherlands).
The thermal profiles consisted of 15 min 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
SmRNA. The primer pairs used were: Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1;
NM 011693.2) forward 5° TGG TGA AAT GGA ATC TGA ACC 3’, reverse 5° CCC AGA
TGG TGG TTT CCT T 3’ (86 bp); Interleukine-1§ (IL-1B; 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); Tumor necrosis factor-a (TNF-o; M13049.1) forward 5° CTG TAG CCC ACG TCG

TAG C 3’, reverse 5> TTG AGA TCC ATG CCG TTG 3’ (97 bp); Endothelial nitric oxide
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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).

Oxidative stress and antioxidant assessment

Heart, liver and kidney were homogenized (10%, w/v) in PBS 1X + EDTA 0.5mM in ice.
After centrifugation at 12,000g for 10 min at 4°C, the supernatant was collected for oxidative
stress markers measurements. Homogenate aliquots were stored at -80°C. Protein
concentrations 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) and
spectrophotometric measurements were performed on TECAN Infinite 2000 plate reader

(Ménnedorf, Switzerland). Results were standardized per mg of total protein.

Advanced oxidation protein products (AOPP) were determined using the method
developed by Witko-Sarsat et al. (Witko-Sarsat et al., 1996) as previously described (Pialoux
et al., 2009). AOPP were calibrated with a chloramine-T solution that absorbs at 340nm in the
presence of potassium iodide. The absorbance of the reaction was immediately read at 340nm
on the microplate reader against a blank containing 200uL of PBS. AOPP activity was
expressed as micromoles per liter of chloramine-T equivalents.

Glutathione peroxidase (GPx) activity was determined by the modified method of
Paglia and Valentine (Paglia & Valentine, 1967). GPx activity represents the rate of NADPH
elimination in NADP" after addition of glutathione reductase, reduced glutathione and
NADPH using hydrogen peroxide (H,0,) as substrate.

Superoxide dismutase (SOD) activity was determined using the Oberley and Spitz

method (Oberley & Spitz, 1984) and represents the degree of inhibition of the reaction
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between superoxide radicals, produced by a hypoxanthine - xanthine oxidase system, and
nitroblue tetrazolium.
NADPH oxidase activity represents the degree of inhibition of the reaction between

superoxide radicals, produced by NADPH oxidase, and nitroblue tetrazolium.

Statistics

Statistical analyses were performed using Statistica Software (Tulsa, OK, USA). All
variables were tested for normality and variance homogeneity. Oxidative stress and RT-qPCR
analyses were compared using two-way ANOVA followed by planned comparisons and a
bilateral Student t-test was performed on sickle cells count data. A “p-value” inferior to 0.05

was considered statistically significant. The data were expressed as means + SD.

Results

Effects of RAGE blockade on hematological parameters

Hematological changes are detailed in Table 1 and Figure 1. MCV, RDW, MCH, WBCs and
reticulocyte count were significantly higher in the SS group while MCHC, platelet count,
MPV, hematocrit, RBCs and hemoglobin level were lower in SS mice than in their AA
littermates (Table 1 & Figure 1). Although there was no treatment effect on white blood cell
and platelets indices (Table 1), hematocrit and RBC count significantly increased and
reticulocyte count significantly decreased in RAP-treated SS compared to vehicle-SS mice

(Figure 1).

Proinflammatory and adhesion molecules mRNA expression after RAGE inhibition

After the 3 weeks of treatment, sickle mice presented similar variations in several genes
encoding for pro-inflammatory cytokines (IL-1B, TNF-a) and adhesion molecule (VCAM-1)

in heart, lung, liver and kidney (Figure 2). While IL-18 mRNA expression was higher in the
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lung, liver and kidney of vehicle-SS compared to their AA counterparts (Figure 2A), RAP-SS
mice displayed decreased IL-1B mRNA in the lung (p<0.05) compared to Veh-SS. In the
liver, IL-1B mRNA in RAP-SS was not different from those in AA mice, and tended to be
lower than in Veh-SS (p=0.08). Similarly, TNF-oa mRNA expression was more than 10 times
higher in vehicle-SS liver and 5 times greater in the kidney (Figure 2B) than in Veh-AA mice.
In contrast, TNF-o mRNA was significantly reduced in RAP-SS kidney (p<0.05) and tended
to be lower in the heart (p=0.08) compared to vehicle-SS (Figure 2B). A genotype effect was
observed with a higher number of mRNA copies encoding for VCAM-1 in SS compared to
AA (Figure 2C). While VCAM-1 mRNA was more abundant in the heart of vehicle-SS than

in AA mice, its expression was limited in SS treated with RAP (Figure 2C).

Effect of RAGE inhibition on oxidative stress markers and antioxidant enzymes activity

NADPH oxidase activity was not different among the four groups in the heart (Figure 3A). In
the liver, NADPH oxidase was significantly more active in vehicle-SS than in vehicle-AA
mice while the same difference was not noticeable in RAP-treated mice. An overall treatment
effect was found in the activity of this enzyme with decreased NADPH activities in RAP-
treated mice (AA and SS) compared to vehicle-treated mice in the kidney (Figure 3A). AOPP
levels were significantly higher in SS liver than in AA whereas no difference was observed in
the heart and kidney (Figure 3B). No changes were observed in antioxidant enzymes activity
in the heart (Figure 3C-3D). GPx activity was reduced in vehicle-SS liver compared to AA
and in the kidney of RAP-SS compared to vehicle-SS mice (Figure 3C). Finally, SOD activity

was greater in RAP-SS liver than in vehicle-SS mice (Figure 3D).

Changes in NO metabolism after RAGE blockade

Vehicle-SS expressed more eNOS mRNA than vehicle-AA in the heart and kidney (Figure

4A). Additionally, the number of copies was higher in RAP-SS compared to RAP-AA mice in
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the kidney whereas the difference was inverted in the heart. In the liver, there was an increase
in eNOS mRNA expression in all the SS compared to AA mice. No significant inter-group
changes occurred in the lung. Plasma NO end products NOx were increased in SS mice
whatever the treatment they received (i.e. Vehicle or RAP; Figure 4B). Ultimately, plasma
NOx in RAP-SS significantly increased compared with RAP-AA whereas the same difference

was not observed in vehicle-treated mice.

Discussion

As RAGE is a potent and oxidatively active receptor, the current study aimed to
investigate the effect of its inhibition on markers of oxidative stress and inflammation in
homozygous sickle mice. In support of our hypothesis, the results of the present study
demonstrated for the first time that RAGE blockade 1) increased hematocrit and RBC count
and decreased reticulocyte count 2) blunted the increase in pro-inflammatory cytokines and
adhesion molecule mRNA expression and oxidative stress markers in several organs of SS
mice. In addition, RAP treatment increased cardiac and renal eNOS mRNA expression and

plasma NOx of SS mice.

The increase in hematocrit, RBC count, the upward trend in hemoglobin level and the
decrease in reticulocyte count in RAP-treated sickle mice could suggest that RAGE inhibition
may blunt hemolytic process. This finding is in agreement with a previous study reporting a
role of AGE:s in the pathophysiology of chronic hemolysis-associated organ complications in
SCD (Nur et al., 2010). In this study, the authors grouped patients according to Kato et al.
classification: patients with hemolysis-related clinical complications (pulmonary
hypertension, leg ulcers, microalbuminuria, cystolithiasis, ischemic stroke, priapism) or
patients with viscosity-vaso-occlusion related (acute painful crisis, acute chest syndrome,

retinopathy, osteonecrosis) subphenotype (Kato et al., 2007). They found higher plasma AGE

204



PARTIE 3 — CONTRIBUTION PERSONNELLE

concentrations in patients with severe hemolysis-related organ complications compared to
patients without these complications as well as a strong relationship between hemolysis
markers (hematocrit, hemoglobin, reticulocytes and LDH) and plasma AGEs (Nur et al.,

2010).

As inflammation plays a key role in the pathophysiology of SCD (Hoppe, 2014) and is
potentiated by RAGE activation (Goldin et al., 2006), we assessed the expression of several
inflammatory molecules at the mRNA level (Figure 2). In our vehicle-SS Townes mice, the
similar high expression of pro-inflammatory cytokines TNF-a and IL-1p and adhesion
molecule VCAM-1 in the heart, liver and kidney strengthen the assumption of a systemic pro-
inflammatory state in SCD (Akohoue et al., 2007; Hebbel et al., 2009; Krishnan et al., 2010).
In SS mice, RAGE inhibition normalized those inflammatory markers levels in some organs
(i.e. IL-1PB in the lung and liver; TNF-a in the heart, liver and kidney; VCAM-1 in the heart
and liver) to the healthy mice levels. In line with this observation, recent studies showed
decreased cardiac TNF-o. mRNA expression in a mouse model of inflammatory heart disease
knocked-out for RAGE (Bangert et al., 2016) and lower hepatic TNF-a mRNA in RAGE-/-
mice after ischemia/reperfusion injury (Zeng et al., 2009). A similar drop in aortic TNF-a and
VCAM-1 mRNA occurred in sinoaortic denervated rats treated with soluble RAGEs
(SRAGE), acting as a decoy for RAGE (Wu et al., 2013). These authors also detected a
downward effect of RAGE inhibition on IL-1f protein levels in aortic rat tissue when others
described no changes in bronchoalveolar lavage fluid of acute lung injury mouse model after
RAGE blockade (Zhang et al., 2008; Christaki et al., 2011). In this context, our data suggest
that RAGE inhibition could weaken proinflammatory and endothelial adhesion mediators in
sickle mice.

Considerable evidences demonstrate increased oxidative stress in sickle cell disease

(Chirico & Pialoux, 2012). The primary mechanism by which RAGE generates oxidative

205



PARTIE 3 — CONTRIBUTION PERSONNELLE

stress is via the activation of NADPH oxidase (Gao et al., 2008). In the liver, our vehicle-SS
had more active NADPH oxidase than vehicle-AA mice, as well as more AOPP levels and a
decreased GPx activity (Figure 3) suggesting increased production of damaging ROS and an
altered capacity to respond to that oxidative stress. These results are consistent with previous
studies showing increased hepatic lipid peroxidation and blunted GPx activity in NY1DD
(mild SS phenotype) and BERK mice (severe SS phenotype) (Dasgupta et al., 2006). RAP
treatment in SS mice lowered hepatic NADPH oxidase activity to AA levels and although
liver AOPP was increased, GPx activity was unaltered and SOD activity was higher
suggesting a better ability to fight against oxidant attacks. Similarly, SRAGE treatment
potentiated antioxidant capacity in increasing reduced glutathione levels, decreased oxidative
stress marker, nitrotyrosine and limited hepatic necrosis in a mouse model of severe liver
injuries (Ekong et al., 2006). In the kidney, the downward RAP treatment effect on renal
NADPH oxidase activity could suggest blunted basal oxidative stress in mice treated with
RAGE antagonist that may explain the lower GPx activity in RAP-SS compared to vehicle-SS
mice. This hypothesis is supported by a previous work showing reduced NADPH oxidase
activity and nitrotyrosine levels in a glomerulosclerosis mouse model either knocked-out for
RAGE or treated with sSRAGE (Guo et al., 2008). In these mice, RAGE blockade also
ameliorated albuminuria and greatly limited glomerular sclerosis. Additionally, other studies
reported decreased intracellular ROS after inhibition of RAGE with either RAGE-shRNA in
renal fibroblasts (Chen et al., 2010) or RAGE antibody in renal mesangial cells (Ide et al.,
2010). Surprisingly, no changes were detectable in the two oxidative stress markers and the
two antioxidant enzymes activity we measured in the heart of sickle mice suggesting
unaltered oxidant status in basal conditions. These results are consistent with a previous work
from our team showing that MDA levels and GPx activity were similar at baseline between

SAD (mild SS phenotype) mice and control mice but increased in response to
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hypoxia/reoxygenation stress in sickle SAD mice (Charrin et al., 2014). Collectively, our data
strongly suggest that RAGE blockade is likely to ameliorate oxidative stress status, especially
in the liver and kidney of sickle mice and further support the hypothesis of a reduced

hemolysis after RAP treatment.

Nitric oxide bioavailability has been shown to be altered by endothelial activation,
oxidative stress and hemolysis (Guzik et al., 2003; Wood et al., 2008). In our vehicle-SS
mice, the greater eNOS mRNA expression in heart, liver and kidney could lead to a higher
NO production in those organs as a compensatory mechanism for the impaired vascular
function. This hypothesis is supported by previous works describing high levels of eNOS in
pS+S-Antilles and BERK cremaster muscle (Kaul er al., 2000, 2004) and in NY1DD kidney
(Bank et al, 1996). However, simultaneously, authors showed altered microvascular
reactivity to NO-mediated vasodilators (Acetylcholine and sodium nitroprusside) suggesting
NO inactivation or inefficiency in sickle mice (Kaul et al., 2000) corroborating the lack of
increase in plasma NOx in our vehicle-SS compared to vehicle-AA mice. The higher
oxidative stress found in these mice might be the consequence of an overproduction
superoxide anion O;” which reacts with NO to produce peroxynitrite ONOO™ and contributes
to SCD vascular dysfunction (Chirico & Pialoux, 2012). Furthermore, RAGE activation has
been demonstrated to reduce the half-life of endothelial NO synthase mRNA through an
increased rate of mRNA degradation (Rojas et al., 2000). RAGE inhibition improved renal
eNOS mRNA expression and enhanced plasma NO production which are consistent with a
previous study showing elevated aortic eNOS and NOx levels in sinoaortic denervated rats
treated with SRAGE (Wu et al., 2013). This finding might suggest a better renal NO
bioavailability in sickle mice after RAGE blockade. The reduction of oxidative stress in the
kidney of these mice may further support this hypothesis in that released NO is more unlikely

to be scavenge by Oy
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In conclusion, our data suggest that specific inhibition of RAGE could blunt hemolysis
which is reflected by the increase in hematocrit and RBC count and by the decrease in
reticulocyte count. Both reduced oxidative stress markers and decreased pro-inflammatory
cytokines expression might take part in lowering hemolytic process. Finally, lower hemolysis,
upregulation of eNOS expression and increased plasma NOx following RAGE blockade, may

improve NO metabolism and thus the vascular function in severe SCD mice.
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AA-Veh AA-RAP SS-Veh SS-RAP
MCYV (fL) 39.7+1.0 38.8+1.2 52.3 & 3.5%** 50.9 £2.0%17
RDW (%) 15.0+£0.5 14712 22.7% 1.4%%% 22.5 £ 1.6%17
MCHC (g/dL) 30.6 £0.6 20.7+1.0 25:2%& 1. 1%%% 252 09117
MCH (pg) 12.0£0.1 11.5+£0.6 13.:2:% 0.7* 12.9:&0.7FF
WBC (10°/uL) 42+13 2.6 +0.6 38.4 £ 11.3%%* 44.9 + 10.6177
Lymphocytes (103/pL) 33+1.1 20+0.5 34.7 £ 10.3%%* 40.7 £9.57+t
Monocytes (10°*/uL) 04+0.2 0.2+0.0 1.8 +£0.8%** 1.8 £0.71F
Granulocytes (10*/uL) 0.6+0.2 0.4+0.1 1.9 % 1.0%** 2.3 £ 1L.33F%
Platelets (10*/uL) 2351.7 £253.9 2234.8 +284.0 937.3 £266.6%** 1007.0 £ 134.71+7
MPYV (fL) 13.0+£0.2 13.2+£0.6 10.0:4 1, 1%** 10.2 £ 0.8%F7
Sickled cells (%) - - 11.3:%5.2 8.7+3.3

*(p<0.05), ***(p<0.001) vs AA-Veh ; 11(p<0.01), +(p<0.001) vs AA-RAP
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Allant dans le méme sens que les résultats de I'étude 2, les souris SS traitées avec la
solution saline (Veh-SS) affichaient un hématocrite significativement inférieur a celui
des souris saines AA. De facon plus surprenante, I'hématocrite chez les souris SS
traitées avec le RAP (RAP-SS) était restauré a un niveau similaire a celui d'une souris
AA. Les souris RAP-SS présentaient également un nombre de GRs plus élevé et un
nombre de reticulocytes significativement inférieurs aux souris Veh-SS. Considérés
ensemble, ces résultats pourraient suggérer une atténuation des processus
hémolytiques suite a I'inhibition des RAGEs chez les souris SS. Ainsi I'activation du
RAGE pourrait jouer un réle dans I'hyperhémolyse observée chez les souris SS. Il est
toutefois nécessaire de prendre des précautions face a cette hypothese dans la
mesure ou les marqueurs d’'hémolyse n‘ont pas été quantifiés. Alors que I'expression
d’IL-1B, TNF-a et VCAM-1 était supérieure dans le foie, le rein et le coeur des souris
Veh-SS par rapport aux Veh-AA, chez les RAP-SS, I'expression de certaines de ces
molécules était normalisée a une valeur semblable a celle des RAP-AA (i.e. IL-1B dans
le poumon et le foie; TNF-a dans le cceur, le foie et le rein; VCAM-1 dans le coeur et
le foie). Ces résultats suggerent alors que I'inhibition des RAGEs pourrait réduire la
production de ces médiateurs pro-inflammatoires et d’adhérence vasculaire chez les
souris SS. L'activation du récepteur jouerait donc un rbéle important dans
I'inflammation chez ces souris. Les effets du traitement RAP sur le stress oxydant sont
visibles surtout au niveau du foie et du rein. Au niveau hépatique, I'activité NADPH
oxydase et la concentration en AOPP sont supérieures chez les Veh-SS comparées
aux Veh-AA. Cette augmentation de marqueurs du stress oxydant chez les Veh-SS est
associée a une baisse de l'activité antioxydante de la GPx, corroborant la encore, les
résultats de I'étude 2. Chez les RAP-SS, la concentration hépatique en AOPP est
supérieure a celle des RAP-AA tout comme l'activité antioxydante de la SOD alors
que cette derniere ne varie pas entre les Veh-AA et les Veh-SS. Ce résultat pourrait
suggérer une réponse plus efficace des souris traitées au RAP face aux attaques
oxydantes répétées en activant plus fortement leur systeme antioxydant hépatique.

Dans le rein, les souris traitées au RAP présentent une activité NADPH oxydase
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diminuée par rapport aux souris traitées a la solution saline. Ce résultat suggéere une
modulation du stress oxydant rénal par les RAGEs chez les souris drépanocytaires.
L'inhibition pharmacologique de ces derniers pourrait alors limiter les dégats
oxydatifs rénaux associés aux dysfonctions rénales observées dans cette maladie (e.g.
glomérulopathie, insuffisance rénale, etc.; cf. 1.B.5.d.). Cette diminution du stress
oxydant rénal basal pourrait également expliquer la diminution de ['activité
antioxydante de GPx observée chez les RAP-SS par rapport aux Veh-SS. L'expression
rénale ARNm d'eNOS était supérieure chez les Veh-SS et RAP-SS comparées a leurs
controles sains respectifs Veh-AA et RAP-AA. En revanche, la concentration
plasmatique en NOx n’était augmentée que chez les RAP-SS par rapport aux RAP-AA.
Ainsi malgré la stimulation compensatoire d’eNOS pour faire face a une fonction
endothéliale altérée, l'augmentation concomitante du stress oxydant pourrait
entrainer une inactivation du NO par sa réaction avec |'anion superoxyde donnant du
peroxynitrite, ONOOQO", expliquant I'absence d'augmentation des NOx plasmatiques
chez les Veh-SS par rapport aux Veh-AA. A l'inverse, la diminution des processus pro-
oxydants rénaux et |'élévation d'eNOS pourrait augmenter la biodisponibilité en NO
grace a une moindre inactivation de ce dernier par les ROS et a fortiori une formation
d'ONOO" réduite chez les souris RAP-SS. Au final, l'augmentation de Ia
biodisponibilité du NO pourrait avoir un effet bénéfique sur la fonction endothéliale

rénale chez les souris RAP-SS.

Pour conclure, les résultats obtenus dans cette étude suggerent que les RAGEs
pourraient jouer un role important dans la physiopathologie drépanocytaire en
exacerbant les processus hémolytiques, pro-oxydants, pro-inflammatoires et en
diminuant le métabolisme du NO. Cette hypothese est appuyée par les résultats
obtenus aprés blocage de ces récepteurs. En effet, I'inhibition pharmacologique des
RAGEs entraine une augmentation de I'hématocrite, du nombre de GRs et une
diminution du nombre de réticulocytes. Apres blocage des RAGEs, la diminution

conjointe des marqueurs du stress oxydant et de l'inflammation pourrait également
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participer a réduire I'hémolyse. Ajouté a cela, I'augmentation de I'expression d’eNOS
et de la concentration plasmatique en métabolites du NO pourraient suggérer une
amélioration du métabolisme du NO voire de la fonction vasculaire chez le modeéle
murin Townes. Ces résultats restent, toutefois, a confirmer, notamment par le biais de

mesures fonctionnelles des différents organes ciblés chez les souris drépanocytaires.
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Conclusion Générale

L'objectif de ce travail de these était d'explorer les conséquences
physiopathologiques de ['utilisation d'un entrainement sportif ou d'un traitement
pharmacologique dans la drépanocytose dans le but d’enrichir la connaissance de la

maladie et d'envisager d'éventuelles nouvelles thérapies.

La premiere partie de ce travail a consisté a étudier les réponses
inflammatoires, de la balance oxydative et du métabolisme du NO en réponse a
I'entrainement chez deux modeles murins de la drépanocytose, l'un étant
relativement asymptomatique en conditions basales (modele SAD), l'autre étant
particulierement sévere méme a l'état stable (modele Townes). Il ressort de la
premiere étude qu'un entrainement volontaire sur roue d'activité améliore la
biodisponibilité pulmonaire du NO et limite le stress oxydant cardiaque en réponse a
un stress vaso-occlusif déclenché chez les souris SAD (Etude 1; Figure 32).
Cependant, les caractéristiques phénotypiques de ce modele s'approchant de celles
des sujets PTD plutot que de celles des patients homozygotes, ainsi que la variabilité
importante dans la quantité d'activité physique réalisée entre les souris, nous ont
amené a concevoir un second protocole d’entrainement sur un modele plus sévere et
donc plus proche de la maladie humaine et dont l'intensité était controlée (Etude 3).
Ainsi, ce travail reposait sur une analyse plus complete des effets de I'entrainement
chez des souris transgéniques porteuses homozygotes de la mutation B*> humaine.
Les multiples constatations positives qui en émergent sont i) une moindre
désoxygeénation veineuse au repos, ii) une réeduction de l'inflammation systémique et
rénale, iii) une atténuation de la congestion splénique, en réponse aux 8 semaines
d'entrainement sur tapis roulant (Figure 32). Ces données pourraient alors avoir un
impact fort étant donné qu'elles bouleversent le dogme selon lequel I'activité

physique aurait des effets néfastes chez les patients drépanocytaires (homozygotes).
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La seconde partie portait sur la voie de régulation du RAGE, impliqué dans les
mécanismes inflammatoires, du stress oxydant et du métabolisme du NO chez les
souris drépanocytaires Townes. Bien qu’a ce jour, I'intérét porté a ce récepteur soit
minime dans la drépanocytose, les nombreuses similitudes entre les complications
liées a cette maladie et celles induites par l'activation du RAGE, nous ont amené a
nous intéresser a cette voie. En effet, l'interaction AGE/RAGE est connue pour
participer aux altérations de la filtration rénale et au développement d'une
glomérulopathie (Ahmed, 2005; Tan et al, 2007), a la fibrose et a la cirrhose
hépatique (Hyogo and Yamagishi, 2008; Santos et al, 2013), aux dysfonctions
cardiovasculaires (Hartog et al, 2007; Hegab et al, 2012) et a [I'hypertension
pulmonaire (Meloche et al, 2013) dans diverses maladies chroniques. Ainsi, les
résultats de cette 4°™ étude mettent en évidence, chez des souris SS traitées avec un
antagoniste du RAGE, une augmentation de I'hématocrite et du nombre de globules
rouges, associée a une diminution du pourcentage de réticulocytes qui, ensemble,
pourraient suggérer un effet positif limitant I'hémolyse. La baisse d'expression de
molécules de linflammation et de marqueurs du stress oxydant ainsi que
I'amélioration du métabolisme du NO, principalement dans le foie et le rein (et dans
une moindre mesure dans le coeur) des souris traitées au RAP appuient I'hypothése

de I'implication clé des RAGEs dans la physiopathologie drépanocytaire (Figure 32).
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Figure 32. Schéma récapitulatif des résultats obtenus dans les études
portant sur les deux traitements appliqués chez les souris transgéniques
drépanocytaires.

En noir, sont identifiés les parameétres généraux qui sont modulés par ’entrainement et/ou
les RAGEs. Sont représentés en rouge les manifestations cliniques de la maladie et en bleu
les mécanismes moléculaires associés. Les approches utilisées et leurs possibles effets sont
indiqués en vert. Le « + » représente un effet activateur supposé, le « - » représente un effet
inhibiteur supposé. GB : Globules Blancs ; GR : Globules Rouges ; RAP : RAGE Antagonist
Peptide ; AGE : Advanced Glycation End products ; RAGE : Receptor of AGE ; NF-xB :
Nuclear Factor-xkB; I/R: Ischémie/Reperfusion ; Entrt: Entrainement; NO: Oxyde
Nitrique ; O2" : Anion superoxyde ; MetHb : Methémoglobine ; BH4 : Tétrahydrobioptérine ;
HbS : Hémoglobine S ; Glu : Acide glutamique ; Val: Valine ; Phe : Phénylalanine ; Leu :
Leucine.
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Perspectives

Considérant que l'intérét porté au RAGE est encore modeste aujourd’hui mais
que les premiers résultats que nous avons obtenus sont prometteurs et corroborent
I'hypothese de départ, des analyses plus approfondies devraient étre envisagées.
Dans un premier temps, il semble nécessaire de vérifier si la réduction des processus
hémolytiques, inflammatoires et oxydatifs suite au blocage de RAGEs améliore la
fonction de chaque organe. Pour ce faire, il serait intéressant de réaliser une
exploration structurale des tissus impactés grace a des coupes histologiques
associées a des dosages de marqueurs de dégats tissulaires spécifiques (e.g. alanine
transaminase dans le foie, créatinine phosphokinase dans le cceur, azote uréique
sanguin dans le rein) (Tan et al., 2016) chez des souris SS ayant recues l'inhibiteur
RAP. Ensuite, un examen in situ de I'adhérence vasculaire par microscopie intravitale
chez des souris traitées au RAP, apporterait de précieux éléments de réponse quant
au role des RAGEs sur les processus inflammatoires et d'activation endothéliale et par
conséquent, sur le risque de formation d'occlusions vasculaires. Dans le but de
confirmer les effets bénéfiques de Iinhibition des RAGEs sur la fonction
microvasculaire, il serait utile de réaliser des mesures in vivo de réactivité endothéliale
par laser doppler couplé a une iontophorese transcutanée, mode d’'administration
locale de composés modulant la vasomotricité (e.g. acétylcholine, dérivés du NO)
(Sigaudo-Roussel et al, 2004), chez des souris traitées au RAP. Ces informations
permettraient de déterminer le rdole éventuel des RAGEs dans la survenue
d'événements ischémiques a la sortie du lit capillaire dans les organes. L'utilisation de
souris KO pour RAGE portant la mutation drépanocytaire permettrait de s'assurer de
la spécificité du role joué par les RAGEs dans la maladie et de connaitre son réle dans
la pathogenese de la drépanocytose. On pourrait alors envisager d'effectuer, en sus
des mesures de survie, des marqueurs de l'inflammation, du stress oxydant, du
métabolisme du NO associés a des études histologiques des organes majeurs et de la

fonction vasculaire a différentes périodes du développement de ces souris chimeres
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drépanocytaires RAGE”". Enfin, d'un point de vue thérapeutique, il serait intéressant
de tester d'autres peptides antagonistes des RAGEs afin de déterminer le composé
ayant les effets les plus favorables sur la maladie. Parmi ces composés a valider,
I'’Azeliragon développé par vTv Therapeutics est actuellement en phase 3 d'essai
clinique chez des patients Alzheimer
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02080364). Cet inhibiteur ferait alors un
excellent candidat a tester dans le traitement de la drépanocytose a conditions que
son utilisation soit approuvée par les services de santé et qu'elle montre une action

thérapeutique efficace et sans danger.

Les résultats des études 3 et 4 se completent au regard de plusieurs
parametres : |'entrainement conduit, entre autres, a une réduction du nombre de
leucocytes et de I'expression rénale ARNm d'IL-1B dans I'étude 3; l'inhibition des
RAGEs entraine quant a elle, une baisse de I'expression cardiaque ARNm de VCAM-1
et du nombre de réticulocytes associée a une augmentation de I'hématocrite et du
nombre de GRs dans |'étude 4. Il pourrait alors s'avérer intéressant de tester la
combinaison des deux traitements sur la physiopathologie drépanocytaire chez le
modele murin Townes afin de déterminer si I'un potentialise 'autre et d’envisager de

les utiliser conjointement dans le but de bénéficier de leurs effets positifs respectifs.

Les études 3 et 4 ont éte effectuées chez le modele Townes a I'état stable.
Cependant le role potentiel de I'entrainement physique et/ou de l'implication des
RAGEs en cas de CVOs chez les souris demeure inconnu a ce jour. Le déclenchement
d'un stress vaso-occlusif via I'utilisation de I'hnypoxie/réoxygénation (Aufradet et al,
2013), d'injection d’heme (Ghosh et al., 2013), ou de LPS (Holtzclaw et al., 2004),
apporterait des informations supplémentaires sur I'impact de I'entrainement physique
et/ou du rble des RAGEs sur le risque de survenue et la sévérité des CVOs dans la

drépanocytose.

Etant donné que la totalité des études ont été réalisées sur des modeles

murins, il semble aussi indispensable de vérifier la transférabilité des résultats
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obtenus chez I'Homme. Ainsi, un protocole d’'entrainement en endurance sur
ergocycle a intensité proche du SV1 est actuellement en cours dans le cadre d'une
collaboration entre le centre de référence des syndromes drépanocytaires a I'hOpital
Henri Mondor de Créteil et I'équipe de « biologie vasculaire et du globule rouge » du
LIBM, EA 7424 basée sur les sites de I'université Jean Monnet a Saint-Etienne et de
l'université Savoie-Mont Blanc a Chambeéry. L'étude des parametres métaboliques,
d'aptitude physique, musculaires et des dosages plasmatiques de marqueurs
inflammatoires et du stress oxydant pourrait apporter des nombreuses réponses
quant a l'efficacité et a linnocuité d'un tel programme chez des patients

drépanocytaires.
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deletions and result in a frameshift into the alternative reading
frame 1. Familial predisposition to MPNs also frequently leads
to somatic JAK2-V617F mutations that are found in the majority of
the affected family members.” Because polycythemia vera (PV), ET,
and PMF phenotypes can be observed in these pedigrees, we tested
whether mutations in CALR also occur in familial MPNs.

We studied 12 pedigrees with familial MPNs in which at least 1
affected family member carried a somatic JAK2-V617F mutation,
and we also examined 11 pedigrees with hereditary thrombocytosis
(HT), in which we excluded mutations in the THPO, MPL, and JAK2
genes (data not shown). We found a CALR mutation in 3 of the 12
familial MPN pedigrees (Figure 1A). In each of these 3 pedigrees,
1 affected family member carried a 52-base deletion in exon 9 of the
CALR gene (not shown), which represents the most frequent form
of the CALR mutations (type 1). One of these patients was initially
diagnosed with ET” and later progressed to PMF (MPN family 1),
and the two remaining patients had ET (MPN families 2 and 3).
All CALR mutations occurred in patients with an MPN diagnosis,
whereas a somatic JAK2-V617F mutation was found in 1 healthy
family member with platelets in the upper normal range but
otherwise normal blood counts (MPN family 5; data not shown). A
similar finding was reported previously.® We did not detect CALR
mutations in any of the 11 families with HT and a total of 44 affected
and family members (Figure 1B).

In the 12 pedigrees with familial MPNSs, all affected family members
carried either a somatic JAK2-V617F mutation or a mutation in CALR.
In MPN family 1, the underlying predisposition is inherited as an
autosomal dominant trait with low penetrance (Figure 1A), whereas
in other pedigrees, the mode of transmission is more difficult to
determine because too few family members in too few generations
were available (eg, MPN families 2 and 3). Two mechanistic
models have been proposed regarding how such a germline
predisposition may result in MPNs with clonal hematopoiesis.”'”
First, the germline mutation could increase the mutation rate in
JAK2 and CALR genes (hypermutability hypothesis), or second, it
could synergize with JAK2-V617F or CALR in MPN disease
initiation (fertile ground hypothesis). Because the G>T trans-
version in JAK2-V617F and the 52-base deletion in CALR are
mechanistically very different, it seems unlikely that they could
be promoted by the same germline mutation through a hyper-
mutability mechanism. Therefore, our findings favor the fertile
ground hypothesis of germline predisposition to MPN.
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To the editor:

Physical activity limits pulmonary endothelial activation in sickle cell SAD mice

Vaso-occlusion (VOC) in sickle cell disease (SCD) results from
many pathophysiological mechanisms including sickling of red
blood cells, hemolysis, inflammation, vascular adhesion, and reduced
nitric oxide (NO) bioavailability.! All these mechanisms interact

together to trap blood cells and to accentuate the local blood flow
decrease and subsequent local hypoxia.

In healthy and pathological conditions, physical training results in
physiological and molecular adaptations including anti-inflammatory
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Figure 1. Effect of HR stress in PA or CON C57BI/6 (C57; n = 7 per group) and SAD mice (n = 6 per group). Eight weeks of a voluntary wheel-running protocol were
conducted in C57 and SCD SAD mice. Before euthanizing the animals, HR stress (4 hours hypoxic stress at 6.5% oxygen followed by 2 hours of reoxygenation in
ambient air) was used to stimulate the pathophysiological parameters known to trigger the VOC in this mouse model. (A) P-selectin and (B) VCAM-1 immunostaining
scores in the lung. Immunohistologic slides were blindly semiquantified by 3 experienced anatomists for VCAM-1 and P-selectin with the staining intensity. For each
vessel (15 to 20 vessels per mouse), a score from 0 to 3 was attributed (0, no immunostaining; 1, <25% vessel staining; 2, <50% vessel staining; 3, >50% vessel
staining). For each mouse, the immunostaining score was the mean of each vessel score from a section. (C) Representative staining for VCAM-1 and P-selectin in the
blood vessel of lungs. Magnification X40. (D) Nitrite/nitrate (NOx) concentrations in the lungs. The Griess method was used: the sum of nitrite and nitrate in the plasma
is considered an index of NO production. (E) Plasma concentrations of lactate dehydrogenase (LDH). *P < .05; #, P < .05 vs C57conHR; §, P < .05 vs C57paHR; a,
P = .07. Values are means * standard deviation. All variables were tested for normality and variance homogeneity. P-selectin immunostaining and NOx concentrations
were tested with nonparametric Kruskall-Wallis test followed by Mann-Whitney U test. The other variables were compared using factorial analysis of variance followed by
planned comparisons. Nx, normoxic conditions.
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effects and endothelial activation limitations.” In SCD, these adap-
tations could be beneficial by limiting physiological factors in-
volved in the VOC. In previous studies, we demonstrated that physical
training blunted plasma soluble vascular cell adhesion-1 (V CAM-1)*
and improved NO bioavailability in sickle cell trait carriers.* The present
study investigated the effects of chronic physical activity at baseline
and in response to a VOC stress in the lungs of sickle SAD mice.

Healthy (C57B1/6J) and SAD male mice were used in this study.
The SAD transgene reproduces the hypoxia-induced vaso-occlusive
events of human SCD.> Control mice (CON) lived in standard mouse
cages, whereas physical activity mice (PA) were housed in cages
equipped with running wheels. After 8 weeks, mice were euthanized
either after normoxic conditions or after exposure to an acute 4 hours
of vaso-occlusive hypoxic stress followed by 2 hours of reoxygen-
ation in ambient air (HR).

Interestingly, baseline P-selectin expression in the lungs (Figure 1A,C)
was more evident in SADcoyn than in SADp, mice. Because
P-selectin is involved in leukocytes and sickle cells trapping ini-
tiation, this decreased expression with physical activity may lead to
a beneficial reduction in cell aggregate formation and consequently
the risk of VOC. Contrary to SADcon mice, the expression of the
adhesion molecule VCAM-1 in the PA group was not increased by
HR stress (Figure 1B), suggesting that physical activity could limit
pulmonary endothelial activation.

Endothelial activation has been shown to be notably mediated by
decreased NO bioavailability. After HR stress, higher concentrations
of NOx were measured in the lungs of SADpa compared with SADcon
(+63%, Figure 1D). These results strongly suggest that physical
activity could improve pulmonary endothelial function, as already
observed in healthy subjects.® This improvement of NO metabolism
may also participate in the decreased VCAM-1 expression observed
after HR, via nuclear factor kB inhibition.” Hemolysis is also known
to trigger endothelial activation and vasculopathy.® After HR, plasma
LDH concentrations increased only in SADcon mice, whereas no
significant variation was observed in the SADp, group, suggesting
that PA could limit HR-induced hemolysis in SAD mice.

In conclusion, this study is the first to demonstrate the beneficial
effects of physical activity in response to an HR stress in SCD mice.
Similar exercise programs could be a relevant option to prevent
pulmonary complications in SCD patients because it has been
observed in SCD subjects that moderate acute exercise does not alter
their hemorheologic, oxidative stress, or hematologic parameters.g’ L
From these results, further studies performed on more severe SCD
mice models and in SCD patients will have to confirm the efficiency
and/or the benefits of PA in SCD, and to describe the underlying
mechanisms of the therapeutic effect of exercise training in SCD.
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Chronic physical activity limits blood rheology alterations in
transgenic SAD mice

To the Editor:
Hemorheological abnormalities, including increased blood viscosity, are involved in
the pathophysiology of sickle cell anemia (SCA) by triggering acute painful vaso-occlusive

A @

50

=

Hematocrkt (%)
g

events. As for cardiac, metabolic or pulmonary diseases, individualized chronic exercise
programs have been suggested to improve the health status in SCA [1] but no study until
now tested this hypothesis in humans because of the vaso-occlusive risks that SCA
patients could encounter during such a protocol. This study examined the effects of a
voluntary wheel physical activity program in transgenic mice which express the human
hemoglobin SAD transgene («2 human B2 SAD) containing three sickle mutations: D-
punjab (B121GIn), Antilles (B23Ile) and BS(B6Val) (SAD mice) on blood rheology
parameters. We particularly focused on, the hematocrit-to-viscosity ratio (HVR), an index
of tissue oxygenation which reflects the balance between blood oxygen carrying capacity
(i.e., hematocrit), and blood flow resistance (i.e., blood viscosity) [2].

We used healthy C57Bl/6] (C57) and transgenic SAD mice, a murine model particu-
larly severe in deoxygenated conditions. Each strain was randomly divided into sedentary
(sed) and “physical activity” (PA) groups. At the end of the 8 weeks of protocol, mice
were anesthetized and blood was collected by retro-orbital venipuncture into tubes con-
taining ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA) for hemorheological measurements [3].
While PA did not significantly change blood viscosity or HVR in C57 mice, it decreased
blood viscosity and increased HVR at 18.75 s~' in SAD mice. A similar trend was
observed at 375 s~ for blood viscosity and, although not significantly different, HVR
level was numerically higher in SADp, versus SAD,eq at this shear rate (Fig. 1B2,C2).
Surprisingly, hematocrit was increased in SADpa while it remains unchanged by PA in
C57. There is no clear explanation about this difference but despite the higher hematocrit
in SADp, versus SAD,.q mice, the former group exhibited a reduction of blood viscosity
compared to their sed counterparts. Although not directly investigated, the decrease in
blood viscosity in SADp, is probably attributed to changes in RBC rheological properties
such as a decrease in RBC aggregation and/or an improvement of RBC deformability [4].
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FIGURE 1. Hematocrit percentage (A), blood viscosity (B1, B2), and HVR (C1, C2) values at 18.75/s and 375/s in C57 and SAD mice (31.1 = 3.6 weeks old) in sed
(C575eq [n = 6] and SADgeq [n = 10]) or PA group (C57pa [n = 6] and SADp, [n = 12]). Measurement of blood viscosity was performed with a cone plate viscometer
(Brookfield DVII+, with CPE40 spindle) at 37°C and at two shear rates (18.75 and 375 s™') at native hematocrit. The HVR was calculated as the ratio of the native
hematocrit to whole blood viscosity. *(P < 0.01) ***(P < 0.001) Significant difference compared to SAD mice; #(P < 0.05) ##(P < 0.01) Significant PA effect in SAD
mice. Values are expressed as mean * SD. All statistical analyses were conducted using Statistica (Version 8.0, StatSoft, Tulsa, OK). Hematological and hemor-
heological parameters were compared between SAD and C57 mice using a one-way analysis of variance followed by pairwise comparisons.
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In parallel, the lack of effect of PA on mean corpuscular volume (14.0 = 0.2 vs. 14.7 =
0.2 pg) and mean corpuscular hemoglobin concentration (31.3 £ 0.2 vs. 31.8 = 0.1 g/dl)
in SADe versus SADp, mice suggests that RBC membrane properties have probably
been affected by PA.

SADp, mice exhibited also greater WBCs count than SADgy mice (+303%, P <
0.001), whereas such effect of PA was not present in C57. This higher inflammatory state
in SADp, mice could be related to the higher mean platelet volume (MPV) level com-
pared to their sed counterparts (+41%, P < 0.01). The size of platelets represented by
MPV could up-regulate inflammation [5] and WBCs count [6]. Greater inflammation in
SADp, mice could be problematic by increasing the risks for vaso-occlusive events to
occur. However, another recent study showed improvement of pulmonary endothelial
function in trained versus sed SAD mice [7], which could counterbalance the effects of
PA on WBCs count and platelet reactivity.

Thus, our findings suggest that PA, by increasing HVR and lowering blood viscosity
in SAD mice could improve tissue perfusion and decrease vascular resistance, hence lim-
iting the occurrence of vaso-occlusive crisis under stressful situations.

CamiLLe Fags, ' EMMANUELLE CHARRIN,' PriLippe Conngs,” VINCENT Pratoux,’? AN
CyriL MARTIN'*

'CRIS EA 647, University Claude Bernard Lyon 1, University of Lyon, France;
2Institut Universitaire de France, Paris, France

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest

Correspondence to: Cyril Martin, Centre de Recherche et d’Innovation sur le Sport EA647,
Université Claude Bernard Lyon 1, Université de Lyon, Campus de la Doua, 69622 Villeur-
banne Cedex, France. E-mail: cyril. martin@univ-lyon1.fr

Received for publication: 3 November 2014; Accepted: 4 November 2014

Published online: 10 November 2014 in Wiley Online Library

(wileyonlinelibrary.com)

DOI: 10.1002/ajh.23896

B References

1. Connes P, Machado R, Hue O, Reid H. Exercise limitation, exercise testing and exercise rec-
ommendations in sickle cell anemia. Clin Hemorheol Microcirc 2011;49:151-163.

2. Waltz X, Hardy-Dessources MD, Lemonne N, et al. Is there a relationship between the
hematocrit-to-viscosity ratio and microvascular oxygenation in brain and muscle? Clin Hem-
orheol Microcirc, in press, DOI 10.3233/CH-131742.

3. Baskurt OK, Boynard M, Cokelet GC, et al. New guidelines for hemorheological laboratory
techniques. Clin Hemorheol Microcirc 2009;42:75-97.

4. Baskurt OK, Meiselman H]J. Blood rheology and hemodynamics. Semin Thromb Hemost
2003;29:435-450.

5. Gasparyan AY, Ayvazyan L, Mikhailidis DP, Kitas GD. Mean platelet volume: A link between
thrombosis and inflammation? Curr Pharm Des 2011;17:47-58.

6. Steiropoulos P, Papanas N, Nena E, et al. Mean platelet volume and platelet distribution
width in patients with chronic obstructive pulmonary disease: The role of comorbidities.
Angiology 2013;64:535-539.

7. Aufradet E, Douillard A, Charrin E, et al. Physical activity limits pulmonary endothelial acti-
vation in sickle cell SAD mice. Blood 2014;123:2745-2747.

doi:10.1002/ajh.23884

American Journal of Hematology, Vol. 90, No. , February 2015 E33

281



PARTIE 7 — ANNEXES

Annexe 3
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Does physical activity increase or decrease the risk
of sickle cell disease complications?
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ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) is the most common inherited
disease in the world. Red blood cell sickling, blood cell-
endothelium adhesion, blood rheology abnormalities,
intravascular haemolysis, and increased oxidative stress
and inflammation contribute to the pathophysiology of
SCD. Because acute intense exercise may alter these
pathophysiological mechanisms, physical activity is
usually contra-indicated in patients with SCD. However,
recent studies in sickle-cell trait carriers and in a SCD
mice model show that regular physical activity could
decrease oxidative stress and inflammation, limit blood
rheology alterations and increase nitric oxide
metabolism. Therefore, supervised habitual physical
activity may benefit patients with SCD. This article
reviews the literature on the effects of acute and chronic
exercise on the biological responses and clinical
outcomes of patients with SCD.

INTRODUCTION: PATHOPHYSIOLOGY OF

SICKLE CELL DISEASE

Sickle cell disease (SCD) is a genotypic haemo-
globinopathy that affects over 50 million people
worldwide.! This disease is caused by a single
mutation resulting in the production of abnormal
haemoglobin (HbS). Under deoxygenated condi-
tion, HbS polymerises, leading to the deformation
of red blood cells (RBCs) into a sickle shape (RBC
sickling). Sickle RBCs are fragile and poorly
deformable, resulting in haemolysis and recurrent
vaso-occlusion of small vessels, respectively.
Vascular obstruction and/or haemolytic anaemia
reduce tissue oxygen supply and are at the root of
both acute and chronic clinical manifestations of
SCD.

However, the clinical expression of SCD varies
widely from one patient to another, as well as over
time. Most complications of SCD are unpredict-
able. Therefore, the identification of biomarkers of
risk for a given complication is an important chal-
lenge for individuals involved in the clinical man-
agement of SCD.

The last three decades of intensive basic and epi-
demiological work in the field of SCD have led to
the recent proposition of a ‘two-subphenotype’
model:* ? (1) the haemolytic-endothelial dysfunc-
tion phenotype and (2) the viscosity-vaso-occlusion
phenotype. The two clinical/biological phenotypes
overlap, but they are also characterised by several
distinct complications. SCD individuals with a high
haemolytic rate and severe anaemia are prone to an
increased risk of vasculopathy (cerebral and pul-
monary), leg ulcers, priapism and glomerulopathy.

The release of haemoglobin and RBC arginase into
the plasma may interfere with the metabolism of
nitric oxide (NO), hence reducing its bioavailability
and increasing the risk of endothelial dysfunction.
Concomitantly, endothelin-1 (ET-1) levels rise and
increase the risks of vasoconstriction.” ET-1 has
also been shown to promote RBC dehydration in
SCD through the activation of the Gardos chan-
nels, which may contribute to the alterations in
RBC rheology and microcirculatory flow observed
in SCD.? Furthermore, individuals with the highest
haemolytic rate have the highest number of circu-
lating RBC microparticles,’ which would further
impair vascular function” and limit NO bioavail-
ability.® In contrast, SCD individuals with lower
haemolytic rates are characterised by milder
anaemia, increased blood viscosity and abnormal
vascular adhesion phenomena.” ? The latter occur
in post-capillary venules and increase the risk of
vaso-occlusive  events, such as  painful
vaso-occlusive crisis (VOC), acute chest syndrome
(ACS) and osteonecrosis. '°

Recent works suggest that alterations in blood
rheology contribute differently to the two subphe-
notypes. A severe reduction in RBC deformability
and abnormal RBC aggregation properties (ie,
increased RBC aggregate strength) are associated
with several complications in the first clinical
phenotype, while a moderate reduction in RBC
deformability and increased blood viscosity increase
the risks for vaso-occlusive-like events.''™"*

Polymerisation of HbS by itself is not sufficient
to cause vaso-occlusion. Repeated cycles of RBC
sickling change the RBCs’ properties and increase
their adhesiveness to the vascular walls because of
the membrane externalisation of phosphatidylser-
ine.'® Enhanced inflammation, decreased NO bio-
availability and increased oxidative stress change
the phenotypes of the other circulating blood cells,
which also exhibit increased adhesiveness.'” ™"’
Immature SCD reticulocytes, mature sickled RBCs,
platelets and leucocytes, may adhere to the endo-
thelial cells and subendothelial matrix—especially
in postcapillary venules where shear stress is low—
and initiate vascular occlusions.”” *! SCD reticulo-
cytes are characterised by the high expression of
several proteins such as the 041 integrin, which
may interact with the vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1) or the Lutheran/Basal Cell
Adhesion Molecule (LU/BCAM) at the endothelial
level.”” Patients with SCD are characterised by
chronic inflammation as illustrated by increased
pro-inflammatory mediators and leucocytosis.”’
SCD leucocytes are activated and express high
levels of adhesion molecules, such as L-selectin and
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omPBa, which increase leucocyte adhesion to the vessel wall and
may facilitate obstruction of the lumen.”* ** Moreover, activated
leucocytes may form homotypic and heterotypic cell aggregates
that may favour lumen occlusion.”” These inflammatory abnor-
malities are risk factors for early SCD-related death,' *°
stroke”” and ACS.”* Pro-adhesive activity of the endothelium in
patients with SCD is also manifested by the high expression of
several adhesion molecules such as VCAM-1, the Intercellular
Adhesion Molecule-1'* and the selectins.”” Increased oxidative
stress, inflammation and the presence of rigid RBCs, may
damage and activate endothelial cells, leading to an over-
expression of VCAM-1.>" The increased adhesion of sickle
RBCs and circulating leucocytes to the endothelium disrupts the
maintenance of blood flow, and initiates vaso-occlusion. The
increased transit time of RBC in the capillaries enhances oxygen
release from RBC, thereby promoting HbS polymerisation,
which increases the risk of VOC.

Repetition of microinfarcts (subclinical ischaemia-reperfusion
events), as well as an elevated auto-oxidation rate of haemoglo-
bin S, increase the generation of a high amount of reactive
oxygen species (ROS) in SCD in comparison with healthy indi-
viduals,?'=** which plays a major role in the pathophysiology of
SCD. This increased oxidative stress observed in patients with
SCD** limits NO bioavailability (by reacting with the super-
oxide anion that generates peroxynitrite) and causes endothelial
dysfunction with increased vascular adhesiveness.®* *°> Oxidative
stress also causes severe alterations in RBC rheology in the
general population, as well as in SCD individuals, but the mag-
nitude of these alterations is higher in SCD.>*** Decreased
RBC antioxidant defences make SCD RBCs more susceptible to
oxidative alterations than healthy RBCs.*®

Except for gene therapy, which has shown efficiency in a
mouse model of SCD,*” *° and haematopoietic stem cell trans-
plantation limited to the patients with most severe SCD having
a sibling donor,*! there is, to date, no curative treatment for
SCD. The mainstay of treatment involves the management of
symptoms and/or the lowering of the recurrent risk of several
complications, by using hydration, transfusion and/or hydro-
xyurea medication.*” Deciphering the mechanisms that may
modulate vascular function, oxidative stress and blood rheology
in SCD is a priority, to find new therapeutic options to be
explored in the context of not only managing the crisis, but also
for prevention of VOC and improvement of vascular function.
While intense acute exercise may trigger severe and painful
VOC in patients with SCD, it can be speculated that regular
physical activity could be an alternative strategy to improve the
health status of SCD individuals, as this can be the case in other
cardiovascular,** metabolic** ** or respiratory®® diseases.

This article reviews the literature on the specific biological
responses of patients with SCD to acute or chronic exercise
with special attention given to the clinical consequences.

ACUTE EXERCISE IN SCD

Blood rheology and RBC sickling

Exercise is characterised by an increased muscle oxygen demand
compared to that during the resting level. The rise in muscle
oxygen consumption is made possible by the increased muscle
blood flow and oxygen delivery from the flowing RBCs. The
increased release of oxygen from RBCs during exercise elevates
the risk of HbS polymerisation in patients with SCD. Sproule
et al'’ tested the effect of maximal exercise on arteriovenous
difference and oxygen extraction in anaemic adults (4/9 patients
had SCD). They found that the percentage of utilised O,
(extracted) at maximal exercise intensity was 87% in anaemic

patients compared to 74% in controls. Unfortunately, that study
did not differentiate patients with SCD from those with other
types of anaemia.

In another study focusing on SCD children practising an
acute bout of moderate intensity exercise (50% of maximal
aerobic power), the arteriovenous content difference was lower
in patients with SCD (compared to control subjects), while the
percentage of available O, extracted from blood during exercise
was higher in individuals with SCD.** Whether the enhanced
muscle oxygen extraction during exercise in SCD increases the
risk for RBC sickling and vaso-occlusion is probably dependent
on the intensity of exercise. Platt*’ described the case of a
patient with SCD who exhibited sporadic haemoglobinuria in
response to intense exercise. The author suggested that the for-
mation of dense and fragile sickle RBCs during vigorous exer-
cise caused this complication. Indeed, from a rheological point
of view, intense exercise is inappropriate and unsafe in SCD. At
baseline, the disease is characterised by a reduction of RBC
deformability, increased plasma viscosity and blood viscosity for
a given haematocrit, and increased RBC aggregate strength in
patients with SCD, compared to healthy individuals.’® Acute
exercise increases blood and plasma viscosities and RBC aggre-
gation, and decreases RBC deformability in sedentary subjects,
particularly when the effort is intense.’’

Few studies have focused on the blood rheological responses
of patients with SCD during an acute bout of submaximal exer-
cise. Waltz et al’” recently reported no further alteration in RBC
deformability in response to a short submaximal exercise of 10—
12 min duration, compared to resting level, in a group of
patients with SCD. Moreover, the authors noted a decrease in
strength of RBC aggregates, which could be beneficial since this
parameter has been associated with a risk of ACS."* In another
study, conducted in the Ivory Coast, 17 patients with SCD were
subjected to a 20 min bout of moderate exercise (45 W).>?
Despite an increase in the percentages of dense RBCs at the end
of the effort, blood viscosity did not change compared to
resting level and no clinical complication was reported, as was
the case in the study by Waltz et al.’*

Taken together, these studies suggest that acute intense exer-
cise may present a risk for patients with SCD while
mild-to-moderate exercise seems to be well tolerated.
Nevertheless, some patients may experience moderate to severe
haemoglobin desaturation during exercise, which could promote
RBC sickling in conditions of prolonged hypoxaemic stress,
even when the effort is submaximal and not very intense, as in
the 6 min walking test.”**® We therefore recommend screening
for haemoglobin desaturation when patients with SCD perform
efforts in a laboratory context to identify those at risks for
exercise-induced hypoxaemia during submaximal efforts.
Shorter exercises and prolonged recovery associated with appro-
priate hydration after exercise’” should be promoted for these
patients.

Inflammation/endothelial activation risks

Increased blood flow and viscosity during exercise result in
rising wall shear stress. The increased viscosity directly impacts
endothelial cells and may alter their structure.’® As a conse-
quence, in healthy subjects, circulating cytokine and leucocyte
counts increase during exercise,”” ' with intensity and duration
both modulating the magnitude of the responses.®” The adren-
ergic stress of the exercise seems to play a role in the recruit-
ment of white cell counts in the peripheral blood. While most
of the studies reported a rise of interleukin 6 (IL-6)—a cytokine
with proinflammatory and anti-inflammatory effects—during
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exercise,”> °* findings on tumour necrosis factor (TNF) o and

IL-1B are more controversial. Some authors observed that these
cytokines increase,®>®” while others found no variations.**”°

Exercise activates endothelial and circulating blood cells in
healthy individuals. Intense exercise has been shown to increase
plasma soluble (s) P-selectin,”’ sL-selectin,”* ”* neutrophil and
platelet microparticles,”* and SICAM-17°""" and sVCAM-1.”% 7°
Leucocytes LFA-1 and MAC-1 integrin’s expression has also
reportedly been enhanced after an exercise bout.**** The rise
in these molecules during exercise suggests strong cellular activa-
tion and increased adhesiveness between endothelial and circu-
lating cells, features of the acute inflammatory response.®® **
However, these changes seem to depend on the exercise type, as
no significant increase in these molecules has been observed
after low-intensity exercises.®’

Few studies tested the effects of acute exercise on inflamma-
tory, blood and endothelial cell activation biomarkers in hetero-
zygous carriers of HbS (sickle cell trait: SCT). Because RBCs
from SCT carriers contain only 30-45% HbS, HbS polymerisa-
tion and RBC sickling occur to a lesser extent than in SCD; so
SCT carriers are usually asymptomatic. However, in some
extreme conditions and rare cases, SCT carriers may experience
exercise-related VOC-like events that could, debatably, lead to
hyperkalaemia and rhabdomyolysis, and, ultimately, death.**~"°
Monchanin et al’' showed that intense incremental exercise
increased sVCAM-1, a marker of endothelial activation, but did
not do so for SICAM-1 nor for TNF-a. This rise lasted until 2 h
after exercise. In addition, while Tripette et al”* did not observe
the same increase in sSVGCAM-1 after three repeated incremental
intense exercise tests under laboratory conditions, they did
show significant increases in plasma sP-selectin and sL-selectin at
the end of exercise. No significant difference between control
and SCT subjects was described in response to low-intensity
exercise.”> ?% It was proposed that the elevated plasma adhesion
molecule levels found in exercising SCT carriers might represent
a risk for microcirculatory alterations, but the magnitude of
change occurring during the effort is probably of limited conse-
quence for the health of SCT individuals, except in rare
——

Baseline levels of plasma-soluble adhesion molecules, or of
adhesion molecules expressed on circulating endothelial cells,
are much more elevated in patients with SCD than in healthy or
SCT individuals.” °° Indeed, further increases may trigger acute
vaso-occlusive complications.”” To the best of our knowledge,
the inflammatory effects of exercise in patients with SCD have
been investigated in only one study. Faes et al’® evaluated the
impact of a bout of moderate endurance exercise (20 min
cycling exercise at 40 W) on biomarkers of endothelial activa-
tion in 11 patients with SCD, and found no change in
sP-selectin or sE-selectin. Nevertheless, plasma sVCAM-1 and
sICAM-1 were significantly increased over baseline measure-
ments, suggesting endothelial activation. Despite these changes,
no clinical complications were reported. The authors concluded
that this type of exercise is probably safe in SCD, but longer or
heavier exercises should be avoided or recommended only on a
case-by-case basis.

Oxidative stress and NO metabolism-related risks

Acute exercise increases the generation of superoxide anions (037)
and oxygen-derived intermediates’ mainly through an inadequate
coupling of electron transfers between complexes in the mitochon-
drial electron transport chain (ETC) that cause O3~ leaking,'""
which is evidently increased during aerobic exercise. Activation of
the enzymes xanthine oxidase,'”" NADPH oxidase and

myeloperoxidase, are also involved in O3~ production during
exercise.' 0% 10

The consensus from most human and animal studies is that
acute bouts of aerobic and anaerobic exercise increase oxidative
stress. Dillard et al'®* were the first to show that an acute exer-
cise bout at 75% of VO,max promoted lipid peroxidation. It
was then shown that exhaustive exercise increased liver and
muscle-free radical concentration twofold to threefold over
baseline levels.'”> However, several other studies reported no
effect of acute exercise on oxidative stress markers.'’® These
discrepancies may be explained by the different exercise inten-
sities and durations used in studies, as well as the heterogeneous
training status of participants.'’® Age and diseases also affect
the oxidative stress responses to exercise.'”” % Although the
increased shear stress applied to endothelial and RBCs during
exercise is a potent stimulus for NO production,'’? the bioavail-
ability of NO is determined by the balance between, on the one
hand, the extent of enzymatic and non-enzymatic formation of
NO, and on the other hand, the removal process of NO, which
is in part dependent on the reaction of NO with O3~ to form
peroxynitrite (ONOO™).

Few studies tested the effects of acute exercise on oxidative
stress and NO metabolism in HbS carriers: three studies focused
on SCT carriers’> ''° ''! and only one described the responses
in SCD.”

There is little difference between the oxidative stress and NO
responses observed in SCT carriers and control subjects in
response to exercise or during recovery.’* ''” For instance, Das
et al''’ observed a very slight trend towards increased suscepti-
bility to oxidation in SCT erythrocytes during exercise.
Moreover, lipid peroxidation of RBCs, estimated by the meas-
urement of the thiobarbituric acid-reactive substance, tended to
slightly increase after acute submaximal exercise in SCT carriers,
while it remained unchanged in control subjects.”” Finally, NO
production was only slightly decreased 24 h after acute submaxi-
mal exercise in SCT carriers compared to a control group.””
However, another study observed significantly lower plasma
nitrite/nitrate concentration in SCT subjects compared to con-
trols right after a bout of intense exercise.''’ That study also
reported that plasma protein oxidation measured by advanced
oxidation protein products (AOPP) was increased in SCT car-
riers in response to maximal exercise, while malondialdehyde
(MDA)—a polyunsatured fatty acid oxidation end-product—
remained higher in patients with SCD than in control subjects,
during recovery.''" Indeed, it seems that exercise intensity plays
a key role in increasing the oxidative stress responses of SCT car-
riers. Whether or not the greater oxidative stress reported in
SCT carriers during intense exercise is sufficient to trigger
vaso-occlusive-like events should not be over-interpreted, since
the responses are clearly of lower magnitude than those found
in patients with SCD during VOC. Nevertheless, on the con-
trary, one could suggest that repeated acute oxidative stress
during exercise could be at the origin of the haemorheological
alterations and endothelial activation reported in SCT carriers,
which, under specific exercise and environmental conditions,
could trigger a cascade of deleterious events leading to the rare
cases of exercise-related rhabdomyolysis reported in the
literature.*®

Only one study investigated the effect of a single bout of
mild—moderate endurance exercise (43 W for 20 min on cycle
ergometer) on oxidative stress and NO metabolism in patients
with SCD.”® Patients with SCD exhibited similar increases in
plasma oxidative stress markers (MDA, AOPP) in response to
the exercise test compared to healthy individuals. Lower
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concentrations of NO end-products were found in individuals
with SCD at rest and in response to the exercise test compared
to the control group as a consequence of the greater level in
nitrotyrosine, a marker of NO-consuming ONOO™ activity.
Despite these differences, the kinetics of the changes in the
markers oxidative stress and NO during exercise were very
similar in the two groups. Of note, none of the patients
involved in this study presented adverse events during or after
exercise. The authors concluded that these patients may under-
take mild—-moderate physical activities but caution is required
since further alterations in oxidative stress and NO metabolism
could be more problematic in patients with SCD, leading to vas-
cular dysfunction and VOC.''?

REGULAR ACTIVITY IN SCD

Blood rheology

Several protocols of exercise training/regular activity have been
tested in the general population, as well as in cardiovascular and
metabolic diseases, to assess the effects on blood rheology.’’ On
the whole, regular physical activity results in an improvement in
RBC deformability,"*® ''* a decrease in blood viscosity''® and
adaptations in RBC aggregation.''® In contrast, the literature in
SCD is not as well developed, but there have been several
studies conducted either on SCT carriers, or, recently, in a
murine model of SCD. These studies suggest that regular activ-
ity could also be beneficial in SCD. Diaw et al''” compared the
blood viscosities of sedentary and trained SCT carriers, and
found lower values in the second group. In another study, Faes
et al''® subjected a group of sickle mice (transgenic SAD model)
to regular physical activity (voluntary wheel activity running)
and observed a decrease in blood viscosity compared to that
seen in their sedentary counterparts. Since elevated blood vis-
cosity is a risk factor for VOC,"* ?* one may hypothesise that
regular activity could limit the risk of VOC in SCD. Human
studies are needed to address this question.

Inflammation/endothelial activation

Although several works have reported limited effects of exercise
training on inflammatory and vascular adhesion molecules in
healthy individuals,”® "' most studies have found that habitual
physical activity is associated with chronic anti-inflammatory
effects.’ 12 121 Two important transversal studies showed that
physical activity was negatively correlated with endothelial acti-
vation and inflammation.'”> '** Another study showed that
ageing-induced increases in plasma sSICAM-1 levels were blunted
by regular physical activity.'**

Similar findings have been reported in cardiovascular and/or
immune diseases (chronic heart failure, myocardial infarction,
peripheral arterial disease, diabetes, etc): regular physical activ-
ity decreases inflammation'**~'?” and endothelial activation,
highlighted by the reduction of sVCAM-1,'*! 128
SICAM-1,'21 128-132 ¢E celectin'?® 3% and sP-selectin.'?? 134
Animal studies confirmed these results with a decrease in
P-selectiny, ICAM-1 and VCAM-1 expression,'**™*” or a
decrease in leucocyte infiltration,'*® '** observed in trained
animal models of diseases compared to untrained animal
models. Exercise training has also been shown to reduce white
cell count adhesion in vitro.'*? *!

The effects of habitual physical activity on inflammation and
adhesion molecules have been recently described in SCT carriers
and SCD animal models. Aufradet et al'** showed that exercise
training in SCT carriers was associated with a decrease in endo-
thelial activation, as evidenced by a reduction of plasma
sVCAM-1 at rest and after intense exercise in trained compared

to sedentary SCT carriers. In addition, sP-selectin and
sE-selectin during recovery were also decreased in trained SCT
carriers.'*” Our group recently investigated the effects of
8 weeks of voluntary wheel running on the pulmonary endothe-
lial activation status of sickle SAD mice.'** While hypoxia/reox-
ygenation (H/R) stress increased pulmonary VCAM-1 in
sedentary sickle SAD mice, regular physical activity in these
mice prevented the increase after H/R.'** These findings suggest
that regular training could improve vascular function and
inflammation, thereby decreasing the risk of VOC-like events in
SCD.

Oxidative stress and NO metabolism

Although the role of endothelium-derived NO during acute
exercise has not been fully resolved, exercise training involving
repetitive bouts of exercise over a sufficiently long period upre-
gulates endothelial NO bioactivity.'*’ Recently, several studies
also demonstrated that RBCs are able to produce NO'** and
that regular training increases the activity of RBC endothelial-
like NO synthase (NOS),''* consequently improving vascular
reactivity.'”” In healthy populations and in individuals with car-
diovascular disease, regular physical activity has been shown to
improve the bioavailability of NO, enhance endogenous antioxi-
dant defence and to decrease the expression of ROS-forming
enzymes.'*”

Chirico et a recently looked at the relationship between
training status and oxidative stress in SCT carriers. The authors
observed higher levels of oxidative stress in response to a
maximal exercise test in SCT carriers, compared to in control
subjects. However, trained SCT carriers exhibited a blunted
oxidative stress response in comparison to untrained SCT sub-
jects. In addition, plasma antioxidant enzymes and NO meta-
bolites were more elevated in response to acute exercise in
trained, compared to sedentary, SCT carriers. These latter
results suggest that the improvement in antioxidant enzymes
occurring during endurance training, as was demonstrated in a
healthy population,'’® may reverse the slight deleterious effects
of SCT on oxidative stress and NO bioavailability in response
to exercise.

Little information is available on the effects of chronic exer-
cise in patients with SCD. Barbeau et al'*’ previously reported
that the repetition of 30 min of moderate exercise duration
during three consecutive days induced a rise in plasma NO in
patients with SCD. It was hypothesised that chronic moderate
physical activity could improve NO bioavailability and thus vas-
cular function in SCD. This is in agreement with recent work
published by Charrin et al,"° which showed that 8 weeks of
voluntary exercise training decreased cardiac oxidative stress
induced by H/R stress in SAD mice compared to in untrained
mice. Improvement of antioxidant activity and lower haemolytic
rate in the trained SAD mice may explain these adaptations.
In addition, NO production, endothelial NOS (eNOS) messen-
ger RNA expression and eNOS activation, were increased in the
lungs of trained SAD mice after the H/R stress.'*” These results
demonstrate that regular training in SCD could reduce oxidative
stress, thereby decreasing the risks of developing chronic and
acute complications in this disease.

1148

RELATING THE RISKS AND BENEFITS OF EXERCISE IN A
PATIENT WITH SCD: A RELATIONSHIP TO RECONSIDER?
Because exercise is considered to trigger sickling, therefore aug-
menting the risk of VOC and endothelial dysfunction, caution is
required when patients with SCD intend to practise physical
activity.'>! Exercise intensity and environmental conditions are
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sickling, which in turn participate in creating blood rheological alterations. The latter, associated with chronic inflammation and vascular
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NF-xB, nuclear factor «B; NO, nitric oxide; ROS, reactive oxygen species.

also key factors to consider, since mild to moderate exercise
associated with appropriate temperature and hydration is safe in
this population. However, some patients, especially those who
are clinically severe, may present higher risks during exercise
and therefore a clinical follow-up should be advised to avoid
any undesirable exercise-related effects.

The literature about the effects of regular activity in cardio-
metabolic diseases, SCT carriers or SCD mice models, suggests
that exercise training/physical rehabilitation could benefit

What are the new findings?

» The effects of an acute bout of exercise in sickle cell disease
(SCD) are up-modulated by exercise intensity.

» Habitual physical activity blunts oxidative stress in models of
SCD.

» Inflammation and endothelial activation are decreased by
physical activity in models of SCD.

How might it impact on clinical practice in the future?

Moderate physical activity with appropriate safety advices could
be prescribed in sickle cell disease patients.

patients with SCD. Habitual physical activity is characterised by
blood rheology improvements, anti-inflammatory effects,
decreased endothelial activation, decreased oxidative stress and
improved endothelial function (figure 1). Regular exercise serve
as a multitarget therapeutic option to limit the pathophysio-
logical mechanisms involved in SCD (figure 1). Further clinical
trials, with particular attention given to exercise intensity and
duration, environmental conditions and haemoglobin oxygen
desaturation, will have to confirm these preliminary findings.
The low motor and physical abilities of patients with SCD affect
their employability, increase their familial and societal depend-
encies, and decrease their quality of life. If regular physical
activity proves to be effective for improving their quality of life,
it could be beneficial for a large number of patients all over the
world, including in countries with limited access to medical
resources.
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Résumé : La drépanocytose est une hémoglobinopathie grave caractérisée par des crises vaso-occlusives
(CVOs) récurrentes et douloureuses ainsi que par une anémie hémolytique notamment dues a une inflammation
vasculaire et un stress oxydant chroniques. Le caractére imprévisible des CVOs et les dommages tissulaires
sévéres et multifocaux subséquents rendent extrémement difficile I'établissement d'un traitement efficace,
expliquant pourquoi, a ce jour, il n'existe encore aucun traitement curatif applicable a I'ensemble de la
population drépanocytaire. Sur la base de travaux réalisés précédemment dans d'autres maladies, I'objectif de ce
projet était de tester I'hypothese d'effets modulateurs favorables de I'activité physique réguliere d’'une part et de
vérifier I'implication d'un modulateur du stress oxydant et de l'inflammation, le RAGE (Receptor of advanced
glycation end products) d'autre part, dans la drépanocytose. La 1°® étude montre qu'un entrainement sur roue
d'activité pouvait améliorer le métabolisme du NO pulmonaire et limiter le stress oxydant cardiaque ainsi que
I'hémolyse chez un modele murin modérément sévere de drépanocytose, la souris SAD. Par la suite nous avons
réalisé une étude de caractérisation phénotypique du modéle Townes plus sévére, afin de cibler plus
précisément les molécules et organes d'intérét et d'optimiser les deux derniers protocoles portant sur ce modele
de souris. L'étude 3 compléte alors la 1°® étude en mettant en évidence une amélioration de I'oxygénation
veineuse et une baisse de l'inflammation systémique et rénale ainsi que de la congestion splénique par
I'entrainement sportif chez les souris Townes, a I'état stable. Enfin la 4°™ étude démontre une implication
importante des RAGEs dans la physiopathologie drépanocytaire. En effet, I'inhibition spécifique de ces récepteurs
semble limiter les processus hémolytiques, |'expression hépatique et rénale de marqueurs du stress oxydant et
de l'inflammation et stimuler I'expression d'eNOS ainsi que la concentration plasmatique en métabolites du NO
chez les souris Townes. Il ressort de ce travail de thése, des éléments prometteurs quant a ['utilisation
thérapeutique de I'entrainement sportif ou de l'inactivation des RAGEs dans la drépanocytose bien que des
études complémentaires chez I'Homme et la souris soient respectivement nécessaires avant de confirmer ces
conclusions.

Mots clés : Drépanocytose, inflammation, stress oxydant, oxyde nitrique, souris transgéniques, entrainement
physique, récepteur aux AGE.

Study of mechanisms involved in inflammation, oxidative stress and nitric oxide metabolism in transgenic
sickle cell mice using pharmacological and physical exercise interventions

Abstract: Sickle cell disease (SCD) is a severe hemoglobinopathy punctuated by recurrent painful vaso-
occlusive crises (VOC) and by hemolytic anemia mainly due to chronic vascular inflammation and oxidative stress.
VOCs are unpredictable and lead to serious multifocal organ damages making difficult the development of
effective treatment and explaining why there is still no curative therapy applicable to the entire SCD population.
Based on previous studies, the aim of this work was to characterize the effects of i) moderate exercise training ii)
the contribution of RAGE (Receptor for advanced glycation end products) which is a modulator of oxidative
stress and inflammation, to the vicious circle of SCD. The first study shows that voluntary wheel running
improved NO metabolism in lungs and blunted cardiac oxidative stress and hemolysis in SAD mice presenting a
mild phenotype of SCD. We then proceed to a phenotypic characterization of a severe SCD mouse model
(Townes) to target more precisely molecules and organs of interest in order to optimize following protocols. The
third study completes data from the first study in highlighting a better venous oxygenation, a decrease in
systemic and renal inflammation and a limited splenic congestion after exercise training in sickle Townes mice.
Ultimately, the fourth study highlights the involvement of RAGE in the SCD pathophysiology. Indeed, specific
inhibition of RAGE may reduce hemolysis, blunt expression of oxidative stress and inflammation markers in the
liver and kidney and stimulates endothelial NO synthase as well as plasma NO metabolites in sickle Townes mice.
It has emerged from this work promising new data regarding the therapeutic use of exercise training or RAGE
inhibition in SCD. Nonetheless, additional studies on humans are required before confirming our conclusions.

Key words : Sickle cell disease, inflammation, oxidative stress, nitric oxide, transgenic sickle mice, exercise
training, receptor of AGE.

201



