Dr OTMANILH

“INTRODUCTION

Le globule rouge est une cellule anucléée biconcave de 7 pm de diametre ayant
une durée de vie de 120 jours, avec un maximum d’efficacité sa fonction de
transporteur d’oxygene, le globule rouge doit étre parfaitement adapté au
systéme circulatoire.

Ia déformabilité de sa membrane, la fluidité de son cytoplasme et le surplus de
surface membranaire par apport a son volume assurent cette exigence.

La membrane érythrocytaire
Le globu‘le rouge est formé de : I’hémoglobine
Un pool enzymatique et des électrolytes
II- LA MEMBRANE ERYTHROCYTAIRE

La membrane érythrocytaire est une membrane solide mais souple, Jouant un
role important dans la déformabilité du globule rouge et constituant une
barriere sélective c.a.d. retenant ’hémoglobine dans le cytoplasme et
permettant des échanges de matiére avec le milieu ambiant (plasma).

A- COMPOSITION

|- LES LIPIDES

Représentent environ 40% de la membrane, ils contiennent essentiellement :

= Les phospholipides : sont représentés par les glycérophospholipides (les
lécithines= les phosphatidyl cholines, les céphalines= les phosphatidyl
&thanol amines, les phosphatidyl serines, les phosphatidyl inositol) et les

sphingolipides.

Les phospholipides constituent une bicouche ayant une constitution

asymétrique :

_ Dans la couche externe, on retrouve les lécithines et les sphingolipides.
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- Dans la couche interne, prédominent les céphalines et les phosphatidyl
serines. i

= Le cholestérol : existe uniquement s/f estérifié qui s’insere entre les
molécules de phospholipides, il est plus abondant dans le feuillet externe.
Cholestérol libre s’échange avec le cholestérol libre du plasma.

= Les elycolipides : portent les motifs antigéniques de certaines substances
de groupes sanguins : A, B, H, P, Pk, P1.

= Les acides gras : jouent un role dans la perméabilité.

2- LES PROTEINES MEMBRANAIRES

Représentent 52% de la membrane.

Il existe les protéines —l: les P structurales
Les P fonctionnelles

2-1. LES PROTEINES STRUCTURALES

Elles sont classées en deux catégories :

2.1.1 Les protéines intrinséques :

> La bande 3(le canal échangeur d anion) : représente 25% des protéines
membranaires. En plus de transporteur d’anion et de I'eau a travers la
membrane, la bande 3 constitue un site de fixation pour de nombreuses

enzymes glycolytiques.

= les elycophorines : il existe trois types : les glycophorines A( qui porte
les antigénes M, N du systéme MNSs et ¢’est un récepteur du virus de
I’influenza), les glycophorines B et les glycophorines C.

2.1.2 Les protéines extrinseques :

= La spéctrine : représente 25% des protéines membranaires totales, ¢’est
une grosse molécule fibrillaire constitué de deux chaines A et B.

La spéctrine a un role dans le maintient de la forme du globule rouge et dans
la disposition des différentes protéines membranaires.
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= [ ’actine (protéeine 5): elle existe s/f de courts filaments contenant 14
monomeres d’actine F. son role se trouve dans la contractilité de la
membrane érythrocytaire.

=> L’ankyrine (bande 2.1): c’est la principale protéine membranaire
impliquée dans I’attachement du squelette a la bicouche lipidique.

=» La protéine 4-1 : elle a une grande affinité pour la spéctrine.

=» L’adducine : & un intérét dans la liaison spéctrine — actine.

=>» Pallidine (protéine 4.2) : aucun site fonctionnel n’a été identifiée jusqu'a

présent.

2-2. LES PROTEINES FONCTIONNELLES
membrane érythrocytaire est le siege d’activité enzymatique diverse. Les
plus importantes celles des ATPase qui commandent les échanges
transmembranaires de cations et de ce fait la composition 1onique du globule
rouge.
= L’'ATPase Na+/K+ : c’est la plus connue et nécessite la présence de Mg2+
c’est le support de la principale voie d’échange Na+ K+ a travers la

membrane.

= L’ATPase du Ca2+ : elle regle le transfert transmembranaire du Ca2+
grace a laquelle la teneur érythrocytaire en Ca2+ reste trés faible.

= Enzymes du cytosol liés a la face de la membrane : aldolase,

phosphoglycérate kinase, phosphofructokinase.

3- LES GLUCIDES

Représente 8% des composants membranaires dont 90% li€ aux protéines et
10% aux lipides, tel que : les antigénes des groupes sanguins (systéme ABO,
sys Rhésus, sys MNSs, sys kidd,......... etc).

B- PROPRIETES ET FONCTIONS DE LA MEMBRANE :

= Déformabilité du globule rouge : le GR dont le diametre est de 7 — 8um
de doit traversé des capillaires de trés petite taille, pour passer sans
dommage, le GR doit étre extrémement déformable, propriété qui dépend

de plusieurs facteurs :
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e [aforme du GR (forme biconcave).
e Rapport surface/volume €leve.
e Souplesse de la membrane accordée par les constituants membranaires.

e La viscosité & interne des GR, liée essentiellement a la concentration et
a la qualité d’hémoglobine.

2 Echange transmembranaire : la composition du contenu érythrocytaire
differe du celle du plasma, le rapport des concentrations ioniques est
inversé a celui du plasma. Les processus d’échanges membranaire sont
essentiellement de deux types :

Diffusion simple & travers les pores membranaire de ’eau et des

anions inorganiques.
e Processus actif agissant contre un gradient de concentration.

_ Bchange des cations : il s’effectue par un mécanisme actif dépendant
de 1’énergie fournie par I’hydrolyse de I’ATP(Nat, K+, Ca2+, Mg2+)

- Echange des anions : il se fait par |’intermédiaire de la principale
p
protéine transmembranaire bande 3.

. Pénétration des sucres : elle semble assurée par des transporteurs

spécifiques pour chaque ose.

_ Pénétration des acides aminés : semble incorporé par diffusion simple.

C- PATHOLOGIES DE LA MEMBRANE ERYTHROCYTAIRE

Pathologies constitutionnelles: correspondent & des anomalies des
protéines du cytosquelette (principalement les  sphérocytoses et
elliptocytoses), ou des anomalies des autres protéines du GR (Ag de groupes
sanguins)

Pathologies acquises: 1'hémoglobinurie paroxystique nocturne (perte
d'une protéine d'ancrage), et les anomalies membranaires secondaires
(exemple secondaires a une hémoglobinopathie telle la drépanocytose).
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III- METABOLISME DU GLOBULE ROUGE

Le globule rouge qui est une cellule simplifiée sans noyau, ni rlbosomq ,m} l,;:\
mitochondrie et dont le besoin énergétique est faible ; son matériel enzymatique:: Lm»@ \

assure un certain nombre de fonctions. ""‘_\ A

A- METABOLISME DU GLUCOSE N7

= Voie principale : voie d’Embden Meyerhof = glycolyse anaérobie :
90% du glucose est métabolisé par cette voie, et produit de I'ATP, du
NADH réduit et du lactate.

= Voie accessoire : shunt des pentoses; glycolyse aérobie
Cette glycolyse aérobie assure 10% de catabolisme du glucose et produit
du NADPH.

1- Voie principale : voie d’Embden Meyerhof = glycolyse anaérobie
C’est la principale source d’énergie, le glucose extracellulaire traverse
rapidement la membrane érythrocytaire grace a un systéme de transport ne

consommant pas I’énergie et non soumis au contrble de I’insuline ; la
consommation en glucose par le GR est faible (1-2mMol/l1) de cellule par heure,
soit 12a25gr/j pour I’ensemble de la masse sanguine d’un adulte.

Le bilan de la voie d'Embden Meyerhof par molécule de glucose :

-2 ATP consommees et 4 ATP produites, en outre une molécule de co-
enzyme NAD+ est réduite et une molécule de NADH oxydée.

Cette voie est soumise a une régulation trés fine :

e touts les enzymes (sauf les kinases) fonctionnent physiologiquement a
des vitesses inferieurs a leurs vitesses maximales et sont dans des
conditions thermodynamiques proches de 1’équilibre. Une accumulation
du métabolite formé ainsi freine donc la réaction en I’inversant.

e [es trois kinases (héxokinase, phosphofructokinase, purivate kinase)
sont en revanche loin de ’état d’équilibre et donnent lieu a d »es
réaction irréversibles ; toute diminution de I’ATP stimule les kinases =»
activation de la glycolyse =» ajuste 1’activité enzymatique aux besoins
énergétiques.
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++ Shunt de Rapoport-Lubering

Le 2-3 DPG (2-3di phospho-glycérate) est présent a forte concentration
dans le GR, il est produit dans une déviation de la voie d’Embden
Meyerhof qui est le voie de Rapoport-Lubering situé entre 1-3di
phospho-glycérate et le 3phospho-glycérate.

Dans cette voie il y a production de I’ATP et du 2-3 DPG qui intervient
dans la régulation de I’affinité de I’hémoglobine pour I’oxygéne.

2- Shunt des pentoses phosphates=glycolyse aérobie
Ce cycle nécessite deux enzymes principales: le glucose 6 phosphate
déshydrogénase (G6PD) et la 6 phospho gluconate déshydrogénase. Cette
glycolyse aérobie assure 10% de catabolisme du glucose.
Début au niveau de la transformation du glucose 6 phosphate en 6
phosphogluconate avec libération d’une NADPH.
Le péntose fourni (Ribose 5 phosphate) peut étre transformé par une série
de réaction en 3 glycéraldéhydes qui va rentrer dans la voie principale.
3- Utilisation de P’activité métabolique

= Role du NADH et d’ATP Voie principale

Glucose
()

OGlucose 6 phosphate

Méthémoglobine réductase

3 PGA +DHAP

5/ \b Triose phosphates

principale

Maintenir I'Hb a I'état
fonctionnel (Fe++)

F N

PYRUVATE KINASE

Maintenir les lipides

A

membranaires

ATP O Pyruvate
Fonctionnement de la
pompe Na+/K+ i

Lactate
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= Réle du NADPH réduit

Voie accessoire

Glucose
Glucose 6 phosphate
! Méthémoglobine réductase
‘ accessoire
GLUCOSE6PHOSPHATE |
DESYRRAGFNAST ; Maintenir I'Hb a I'état
! ”| fonctionnel (Fe++)
j Systéme accessoire
i Glutathion oxydé
: lutathion réd ¥
! Glutathion réductase : S
v Glutathion réduit
J! i‘ Iv
O.. Protection de la globine et

des protéines structurales

B- SYSTEME D’OXYDO-REDUCTION DU GR

Pour assurer ses fonctions et conserver son intégrité, le GR a un systeme
d’oxydo-réduction qui lui permet de protéger toutes ses protéines contre

I’oxydation.
1- LE GLUTATHION

Le glutathion réduit (GSH) est un tri peptide, intervient dans la lutte contre
I’oxydation des composants érythrocytaires.il supporte 12% de I’activité

réductrice.

Le glutathion est maintenu a 1’état réduit par le glutathion réductase et oxydé
par le glutathion peroxydase.
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= Fonctions

e Maintient de I’intégrité de la cellule en réduisant les groupements
sulfhydriles de ’hémoglobine et des protéines membranaires, réaction
essentielle dans la protection de la cellule contre les agressions par les
agents oxydants.

e Joue un rdle dans la captation des radicaux libres oxydants et les
réactions de détoxification destiné a décomposé 1’H,0O, en H,O

Catalase

(Réduit) 2GSH GSSH (oxydé)

GSSH réductase }

2NADP+ 2 NADPH

Glucose voie des pentoses phosphat

Voie d’Embden-Meyerhof

|

Lactate

G6PD

&

LE SYSTEME D’OXYDO-REDUCTION DE GLUTATHION
ET SA POSITION DANS LE METABOLISME
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2- SYSTEME DE REDUCTION DE LA MET HEMOGLOBINE

La méthémoglobine est une hémoglobine oxydé inapte a transporté
I’oxygéne d’ot la présence d’un systéme permettant sa réduction : systeme
de la méthémoglobine réductase, constitué de deux type de méthémoglobine

réductase :

e Méthémoglobine réductase 8 NADH ou NADH Diaphorase (NADH-
cytochrome b5 réductase) : réduit d’abord le cytochrome b5 :67% de
I’activité réductrice.

e Méthémoglobine réductase 8 NADPH : 5% de I’activité réductrice.

" |ac. Déhydro
Ascorbique

C- AUTRE ENZYME ERYTHROCYTAIRE

= L’anyhdrase carbonique : Son role est essentiellement dans le transport
des gaz et I’équilibre acido-basique.

COQ ‘{‘Hzo _ IICOQ- +l—[+
= Métabolisme des purines et pyrimidines :

- L’adénylate kinase joue un role essentiel pour protéger I’équilibre entre
’ATP (85-90), ’ADP (10%), et ’AMP (1-3).

- L’adénine désaminase qui assure la dégradation de I’adénosine en inosine.

- La pyrimidine 5’ nucléotidase assurant la déphosphorylation des
nucléotidique pyrimidique.
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ATP Gluose rVOIE D’EMBDEN MEYERHOF }

ADP ‘——" Hexokinase
Glucose 6 phosphate (G6P)

Phosphoexose isomerase

ATP Fructose 6 phosphate (F6P)

Phosphofructokinase

Fructose 1-6 diphosphate (F1-6 DP)

Aldolase
Dihydroxyacéton Glycératdéhyde 3 phosphate
Phosphate 4 4 NAD+
Triose phosphate isomérase Glycératdéhyde 3
I sphate déshydrogérase
NADH
2-3 DPG mutase 1-3 diphosphoglyceérate

A

‘ phosphoglycérate kinase

v
2-3 DPG phosphatasi/ 3 phosphoglycérate (3PG)

2-3 DPG

Pi phosphoglycéromutase
2 phosphoglycérate (2PG)
I Enolase
Phosphoenolpyruvate (PEP)

------

P ruvate kinase

NADH Pyruvate

NAD, Lactate déshydrogénéase

Lactate
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GLUCOSE 6 PHOSPHATE

NADP+ G6PD

NADPH < ———

6 phospho-gluconate

NADP+ =Ty 6PGD
NADPH
Ribulose 5 phosphate

el P

Xylulose 5 phosphate ribose 5 phosphate

Sédohéptulose 7 phuldehyde 3 phosphate
Erythrose 4 phosphate fructose 6 phosphate

Glycéraldéhyde 3 phosphate

[ VOIE D’EMBDEN MEYERHOF_} v

CYCLE DES PENTOSE PHOSPHATES
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D- PRINCIPALES ENZYMOPATHIES ERYTHROCYTAIRES

= Touchant la glycolyse anaérobie: toutes les enzymes de ce cycle peuvent
stre retrouvées déficitaires et étre a l'origine de pathologies. La principale
est le déficit en Pyruvate Kinase (PK) (autres déficits = glucose phosphate
isomérase, glucose 3 phosphate glycérate Kinase, 2,3 diphosphate
glycérate mutase)

= Touchant le shunt des pentoses: déficit en G6PD (plus rarement déficits
dans le systéme de réduction du glutathion)

E- EXPLORATION

1-Dosage de glucose 6 phosphate déshydrogénase (G6PD)
Principe :

Glucose6-phosphate + NADP,———" 6-phosphogluconate + NADPH x H

On mesure au photométre, a 340 nm environ, la croissance de densité optique
due a la transformation NADP ———NADPH.

2- Dosage de la pyruvate kinase (PK)
Principe :
La pyruvate kinase catalyse la phosphorylation d’ADP en ATP par le
phosphoénolpyruvate (PEP)
PK
PEP + ADP——— pyruvate + ATP
Mg> K'
La pyruvate ainsi formé est transformé en lactate par la LDH qui oxyde en
méme temps le NADH en NAD.
LDH
Pyruvate + NADH+H'————  Lactate + NAD i

La décroissance de densité optique due 2 la transformation NADH —» NAD'
Est proportionnelle a I’activité de la pyruvate kinase.
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V- HEMOGLOBINE

L’hémoglobine est I'une des protéines humaines qui a fait ’objet de tres
nombreuses études. C’est le constituant essentiel de I’hématie (33% du poids du
GR) : elle assure la fixation, le transport est le relargage de I’oxygene, et assure
aussi le transport du CO, des tissus vers les poumons.

A- STRUCTURE DE L’HEMOGLOBINE

I hémoglobine est une molécule de 64000 Daltons, ¢’est un tétramere : de
4 sous unités contiennent chacune:
e Une molécule protéique : la globine
e Une molécule protoporphyrinique : I’heme

Heme

| 0= Fer
: < Globine

=
@D i b B
T

1- L’HEME

Est une protoporphyrine constituée par un noyau tétrapyrrolique avec
atome de fer central avec 6 liaisons de coordination :

e 4 avec des N des noyaux pyrroliques.

e Une avec la globine.

e Une avec ’oxygene.
L héme est & I’état fonctionnel si le Fe ++ (fer ferreux).

R

"

"

2- LA GLOBINE
Chaque molécule d’hémoglobine contient 4 chaines de globine

identiques 2 & 2. Ces chaines sont des polypeptides avec 6 types de
chaines possibles :

e 2 n'existe que chez I’embryon : epsilon et zéta.

e 4 sont présentes a la naissance : alpha, béta, delta et gamma.
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La structure primaire de ces 4 chaines est parfaitement connue :
e La chaine alpha contient 141 acides amines.
e Les chaines béta, delta et gamma contiennent 146 acides aminés.
Les chaines de globine déterminent le nom de chaque molécule
d’hémoglobine :
e Hb A : 2 chaines alpha + 2 chaines béta.
e HbF : 2 chaines alpha + 2 chaines gamma.
e Hb A, : 2 chaines alpha + 2 chaines delta.
Chaque chaine est repliée sur elle méme en une spirale et comporte 8
segments hélicoidaux nommés de A a H (structure secondaire).
Cette spirale se replie autour d’elle pour donner une pelote, ce repliement de
la chaine induit 2 cavités (structure tertiaire) :
_ Cavité superficielle ou se loge la poche de I’heme.
. Cavité interne ou se fixe le 2-3 diphosphoglycérate (2-3 DPQG).

3- La liaison héme — globine

Chaque molécule d’héme est fixée a une sfu de globine, ’hémoglobine est un
tétramere dont chaque molécule contient :

- 4 chaines de globine identique 2 a 2.

- 4 hemes.

- 4 atomes de fer.

- 4 molécules d’oxygene.

Structure schématique de I’hémoglobine A; :

af @
ofd O afl
(8] (o)

I existe différentes types d’hémoglobines et cela en fonction de 1’age du

sujet :

= Chez I’embryon : il existe simultanément deux chaines de type a. La
chaine £ et la chaine o dont la synthese débute trés tot dans la vie. De
méme, il existe deux chaines f : la chaine € qui est spécifique de la vie
embryonnaire et les chaines vy, qui est chez le feetus deviendront

majoritaires.

Cela implique I’existence de trois hémoglobines embryonnaires a

cette phase de vie :
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e Hb Gower 1 :£2-g2
e Hb Gower 2 : 02-€2

e Hb Portland : £2-y2

= Chez le feetus : [Hb feetal (HbF) :02-y2 est le principal constituant de
I’hémoglobine.

I.’hémoglobine adulte (HbA) est également synthétisée mais restera
3 un taux faible : entre 5 et 10 %. A la naissance, le taux
d’hémoglobine feetal est proche de 80%.

= Chez I’adulte : quelque mois aprés la najssance, le profil
hémoglobinique adulte est atteint soit :

e HbA:a2-B2......... 97%
o Hb A 762-82..s00n-s- 2-3%
e HbF:a2-y2.......... <1%

B- GENETIQUE DE IL’HEMOGLOBINE

Les génes de globines sont répartis en deux familles situées sur des
chromosomes différents.
Chaque géne est formé de trois exons et deux introns.
Tous les génes ne s’expriment pas en méme temps.
1) La famille des génes a.:
Le complexe de la famille a est situé sur la partie terminale du bras court
du chromosome 16. Il comporte quatre génes fonctionnels distincts.
2) La famille des geénes 3
Ce complexe est situé sur le bras court du chromosome 11.

C- BIOSYNTHESE DE LHEMOGLOBINE :

Le phénoméne début des I’érythroblaste. La synthése d’héme et de
globine sont se fait selon des mécanismes différents mais de fagon
coordonnée.

e Laglobine :
S’effectue selon le schéma général de toute synthese protéique : transcription

de ’DNA en ARN = maturation de "ARN = la traduction de I’ARN en
protéine.
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o [L’heme:

11 est synthétisé dans le cytoplasme des érythroblastes. Trois étapes

biochimiques peuvent étre schématisées :

- Formation de I’acide delta amino- levulinique (ALA).

- Formation de la protoporphyrine.
- Incorporation du fer.

Acide succinique

Glycine

ALA synthétase
+ vit B6

v

Acide amino-lévulinique x 2

Porphobilinogéne x 4

b &

Uroporphyr nogene |

Uroporphyrinogene III

4

Coproporphyrinogene 111

v
Protoporphyrinogene 11

v

Protoporphyrine

Heéme synthétase
+Fe++

Heme
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D- FONCTIONS DE L'HEMOGLOBINE

L Hb a pour fonction le transport de I'oxygéne aux tissus.

11 existe deux conformations de I'hémoglobine, I'une a forte affinité pour
l'oxygéne que l'on appelle l'état relaché (R), l'autre a faible affinité pour
l'oxygeéne, que l'on appelle I'état tendu (T): le 2-3 DPG diminue l'affinité de
I'hémoglobine pour l'oxygene en stabilisant I'état T.

Plusieurs autres facteurs influencent l'affinité de I'hémoglobine pour
l'oxygene, le principal étant la pression partielle en oxygene (plus la pression en
oxygéne est élevée et plus l'affinité de I'Hb pour l'oxygéne baisse), mais
également divers autres : baisse du pH, augmentation de la température ou
augmentation du 2,3 DPG auront pour effet une baijsse de ['affinité de

['hémoglobine pour l'oxygéne.

E- EXPLORATION

1- Dosage de ’hémoglobine
Principe :

Sous I’influence de ferricyanure de K I’hémoglobine est transformée en
méthémoglobine, laquelle, par I’intermédiaire d’un cyanure alcalin, a I’état de
cyanméthémoglobine de coloration rouge orange.

La DO est mesurée a 540 nm, I’intensité de la coloration est
proportionnelle a la quantité d’hémoglobine.

2- Electrophorese
Différentes méthodes permettent de différencier les différentes

hémoglobines: sur acétate de cellulose a pH alcalin, sur agar a pH acide....etc
On pourra également utiliser I'isoélectrofocalisation sur acrylamide dans un

gradient de pH, ou la chromatographie.

> 1l existe diverses méthodes moléculaires d’étude de la molécule
d’hémoglobine qui permettent de déterminer précisément la nature de chaque
anomalie (le ou les AA en cause), et de déterminer la quantité de chaine produite
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