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Figure 2. Structure protéique de I’adiponutrine. Le géne code pour une protéine de 481 acides
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Pfam PF01734: http://pfam.sanger.ac.uk/family?acc=PF01734). Il présente une dyade cata-

lytique caractéristique entourée de 2 motifs consensus GXSXG (sérine en position 47) et DXG/A

(aspartate en position 166). Les variants 1148M et S453| sont indiqués en bleu.
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NO et hémoglobine

Une longue histoire
et quelques controverses

Dominique Labie

Vasodilatation et libération

de NO : le concept initial

du rdle de la nitrosohémoglobine

La vasodilatation, accroissant le flux san-
guin en réponse a I’hypoxie, est une réac-
tion systémique connue depuis plus d’un
siecle. On sait que cette vasodilatation a
lieu au moment de la désoxygénation de
I’hémoglobine (Hb) et qu’elle est corrélée
a la saturation partielle de I’Hb en oxy-
gene (0,). Le concept a été énoncé que
I’Hb elle-méme exercerait cette régula-
tion par une interaction avec le monoxyde
d’azote (NO). Sur les modalités de cette
interaction, J.S. Stamler a proposé des
1996 et dans les années suivantes un
mécanisme selon lequel NO était trans-
porté par I’Hb, en se fixant sur le thiol du
résidu Cys P93, a proximité immédiate
du site de fixation de I’heme, au niveau
du coude FG, résidu conservé dans tou-
tes les Hb fonctionnelles, et en formant
la S-nitrosohémoglobine (SNOHb) [1-3]
(Figure 1). €n conditions d’hypoxie, le NO
dissocié sortirait du globule rouge (GR) et

M/S n° 2, vol. 25, février 2009

10. Jenkins CM, Mancuso DJ, Yan W, et al. Identification,
cloning, expression, and purification of three novel
human calcium-independent phospholipase A2
family members possessing triacylglycerol lipase and
acylglycerol transacylase activities. / Biol Chem 2004 ;
279 : 48968-75.

. Lake AC, Sun'Y, Li JL, et al. Expression, regulation, and
triglyceride hydrolase activity of Adiponutrin family
members. J Lipid Res 2005 ; 46 : 2477-87.

1

—

Département de génétique,

développement et pathologie moléculaire,

Institut Cochin,

24, rue du Faubourg Saint-Jacques,
75014 Paris, France.
labie@cochin.inserm.fr

serait transféré au glutathion, permettant
sa diffusion et son action vasodilata-
trice. Les auteurs ont depuis confirmé la
valeur de leur modele et insisté sur le role
majeur de la SNOHb, et une revue récente
de J.S.Stamler mentionne a nouveau le
fait que la vasodilatation est sous le
contrdle d’un signal S-nitrosothiol [4].
La plupart des publications, cependant,
sont centrées sur des processus physio-
pathologiques vasculaires et non plus sur
le probléme précis de I'interaction Hb/NO.
Le mécanisme suggéré par J.S. Stamler
a été extrémement discuté, et, selon les
travaux de deux équipes du NIH (National
Institutes of Health), celles de M.T. Glad-
win et de A.N.Schechter, la fixation de
NO ne se fait qu’accessoirement sur la Cys
[393, mais essentiellement sur le Fer réduit
(Fe?*) de I’heme (NOHb), nitrosation par
opposition a la nitrosylation de la Cys 393
[5]. Pour le prouver, les auteurs ont en
effet mis en évidence un gradient artério-
veineux de nitrosyl(heme)Hb au niveau
de I'avant-bras apres inhalation de NO

par des volontaires. Un travail récent de
Iéquipe de Tim T. Townes (Université de
Birmingham, Alabama, Etats-Unis) réalisé
sur un modele murin, confirme définitive-
ment cette hypothése [6]. Il se présente
comme le complément de la recherche
menée entre-temps par les équipes du
NIH, qu’il convient de rappeler.

Contrdle du taux de NO vasculaire :
globule rouge ou endothélium ?

Les auteurs s’opposent a I’hypothése
d’un réle majeur joué par la Cys 93 libé-
rant NO par une activité «endocrine »,
et proposent une fixation du NO sur le
fer de I’héme. lls démontrent que cette
fixation de NO est 100 fois supérieure sur
la désoxyHb a ce qu’elle est sur I’oxyHb,
et se produit extrémement rapidement -
de I'ordre de la milliseconde - sur le fer,
alors qu’elle est lente sur la Cys 393 [7].
Apres inhalation de NO, on constate la
formation de ~ 80 pM de metHb (Fe**) par
liaison a la désoxyHb, mais de seulement
1 uM de nitrosylHb (NOHb). On ne détecte

Atrticle disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2009252132
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que des traces presque indétectables
de SNOHb par fixation sur la Cys93, qui
semble donc un composé instable. Les
auteurs contestent I’hypothese de la
Cys P93 comme donneur de NO en se
basant sur le fait que la cinétique des
réactions chimiques supposées n’est
pas compatible avec celle, extrémement
rapide, de la réaction de NO avec I’Hb
(< 1 ms) et que cette fixation de NO sur
la Cys 93 serait la méme sur I'oxyHb
et la désoxyHb, donc en désaccord avec
le mécanisme allostérique. Les don-
nées expérimentales de cinétique et de
concentration indiquent donc que c’est
la synthese de NO par la NO synthase
endothéliale (eNOS) qui régle le flux
sanguin de base, et non une diffusion du
NO a partir de SNOHb (Figure 2). Il s'agit
donc d’une régulation paracrine du
tonus vasculaire. Se pose alors la ques-
tion d’un éventuel piégeage du NO dans
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les vaisseaux par I’Hb dont la concen-
tration est énorme, et qui, en capturant
le NO, pourrait inhiber la vasodilatation.
Mais cette capture est limitée par I’exis-
tence de barriéres physiologiques. La
principale est la compartimentalisation
de I’Hb dans le GR, prévenant sa dif-
fusion ; il existe aussi une barriere de
diffusion a la surface de I’endothélium
et peut-étre au niveau de la membrane
des GR. La concentration plasmatique
de NO permet alors sa diffusion dans
les muscles lisses et une activation de
la guanylyl cyclase soluble (sGC) néces-
saire a la vasodilatation. Cette capture
de NO par I’Hb « libre » est I'explication
des incidents dramatiques de vasocons-
triction et d’hypertension observés au
cours d’essais de transfusion avec des
substituts a base d’Hb, qui ne sont pas
stockés dans un équivalent de globule
rouge [8] (Figure 2).

Figure 1. Structure de la molécule d’hémo-
globine. A. Arrangement des hélices o (repré-
sentées comme des tubes) dans chacune des
unités af, et localisation des 4 groupements
heme avec leur atome de fer ou se fixe la
molécule de gaz. Ces 4 polypeptides du tétra-
mere d’Hb délimitent un espace central dans
lequel un groupement prosthétique de I’héme,
la protoporphyrine IX, est fixée. Le site de la
mutation caractérisant la drépanocytose est
figuré sur le schéma, de méme que la cystéine
B93 trés conservée. A droite, I’organisation
trés repliée des molécules d’Hb dans le globule
rouge est illustrée; une telle concentration
(34g/dl) facilite le transport d’oxygene, mais
explique la difficulté d’acces a cette molécule,
et la facilité de polymérisation de I’Hb dré-
panocytaire lors d’une désoxygénation méme
minime. B. Représentation des changements de
la structure quaternaire du tétramere d’Hb, vu
du haut, lors de la transition de I’oxyHb (gau-
che) a la conformation désoxygénée (droite).
U'atome de fer est déplacé, et une cavité se
forme entre les chaines [3, favorisant la liaison
du 2,3 DPG. Dessins originaux de Irving M. Geis,
lllustration d’Alice Y. Chen (figure publiée dans
Blood [19] - © Reproduite avec la permission
de I’American Society of Hematology).

Production et piégeage du NO

par I’oxyhémoglobine

La principale forme de stockage intravas-
culaire de NO est ’anion nitrite (NOZ'), a
partir duquel I'action réductrice de I’Hb,
qui assume le role d’'une enzyme de type
nitrite réductase, génere du NO lors de
la transition allostérique de la forme
oxygénée de I’Hb a la forme désoxygénée
(R—T) [9]. Les auteurs ont montré
que cette réduction est maximale lors-
que le coefficient de saturation de I’Hb
en oxgene est de 40 %-60 %, au voisi-
nage donc de la Pgp. Ce point semble le
plus favorable @ une libération de NO en
réponse a I’hypoxie. Cette production de
NO par ’Hb assure donc une vasodilata-
tionenréponse aI’hypoxie sous le contrdle
allostérique de I’Hb. Dans un travail com-
plémentaire, les mémes auteurs montrent
qu’'une hémolyse intravasculaire chroni-
que libérant de I"oxyhémoglobine dans la
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circulation, situation caractéristique de
la drépanocytose par exemple, inactive
le NO et entraine un dysfonctionnement
endothélial [10]. Une telle vasoconstric-
tion, liée a la décompartimentalisation
de I’Hb, a été vérifiée dans un modeéle
canin par injection d’eau, qui, via I"hypo-
osmolarité qu’elle créée, entraine une
hémolyse; cette vasoconstriction est
réduite par inhalation de NO, prouvant
ainsi la toxicité de 'oxyHb intravasculaire
qui capture le NO et I’oxyde, de fagon non
réversible, en nitrates. Il est donc crucial
dans "homéostasie NO que les GR soient
intacts, et I'altération de I'intégrité de
la membrane érythrocytaire contribue
évidemment aux vasculopathies au cours
d’états hémolytiques innés, acquis ou
iatrogenes. On a aussi pu rattacher a ce
méme mécanisme une partie de 'action
bénéfique de I’hydroxyurée (HU) dans la
drépanocytose, en montrant que HU aug-
mente la production de NO par les cellules
endothéliales [11]. On a aussi vérifié
dans un modeéle de souris drépanocytai-
res que I’hémolyse et la diminution de NO
disponible qui en résulte entrainent une
hypertension pulmonaire [12], dont on
sait qu’elle est une complication organi-
que grave de la maladie drépanocytaire.

Lutilisation de NO, ou d’un précurseur de
NO comme I’arginine, pourrait représenter
une voie thérapeutique. U'ensemble du
mécanisme proposé est présenté dans
une revue récente d’A.N. Schechter [13].
Il est rappelé aussi dans des articles de
M.T. Gladwin [14, 15]. Dans ces schémas,
le role de SNOHb n’est pas nié, mais
ramené a un role tres secondaire.

Lexploration du réle de la SNO-Hb
dans un modeéle génétique

A cet ensemble de données physiologi-
ques et physiopathologiques tres cohé-
rent pour lequel d’autres applications
ont été évoquées, le travail de I"équipe
de Tim Townes apporte un éclairage tout
a fait différent qui, sans en étre une
confirmation formelle, va dans le méme
sens [6]. Les auteurs sont ici partis des
hypotheses de J.S. Stamler sur le rdle
fonctionnel majeur de la Cys 393 et de la
SNOHDb, transférant le NO au glutathion
lors de la désoxygénation. Pour tester
cette hypothese in vivo, ils ont créé des
souris transgéniques knock-in synthéti-
sant soit I’Hb humaine sauvage (HbC93),
soit un mutant substituant une alanine a
la cystéine (HbA93). Apreés avoir vérifié
les séquences introduites, ils ont ana-

Globules rouges

Cellules musculaires lisses

[pi @)

arginine

Barriéres
de diffusion
_—

§E 0. (058
0

Cellules endothéliales

lysé différents parametres dans les deux
séries de souris. On ne constate aucune
différence de phénotype, de valeurs
hématologiques, ou de développement
des deux souris, et 'affinité de I’'Hb pour
I’oxygeéne est sensiblement la méme. Les
auteurs ont ensuite évalué les taux circu-
lants de NO et de ses métabolites (nitra-
tes, nitrites, S-nitrosothiols et autres
composés), et aucune différence notable
n‘a été détectée, sauf un taux légere-
ment inférieur de nitrites (~ 20 %), mais
cette différence n’est pas significative.
Cette similitude entre animaux normaux
et mutants n'est pas modifiée lors d’un
exercice, qu’il soit intense ou chronique.
L'expression de la synthase eNOS est la
méme, ce qui permet de conclure que la
perte de la Cys B93 ne se traduit pas par
une augmentation adaptative de la syn-
thése endogene de NO. La quantité glo-
bale de S-nitrosothiols n’est pas modi-
fiée, seule la répartition en est différente,
localisée avec I’Hb dans la fraction de
haut PM dans le cas de HbC93, mais dans
la fraction de bas PM, sans doute sous
forme de S-nitrosoglutathion, dans le
cas de HbA93. Au total, des différences
phénotypiques tres mineures, et fonc-
tionnellement, il n’y a aucune différence

Figure 2. Représentation schématique des inte-
ractions entre [oxide nitrique (NO) et [’hémo-
globine dans la microcirculation. Les réactions
« physiologiques » sont représentées au cen-
tre, celles qui surviennent lors d’'une hémolyse
a droite, et en présence de taux élevés de
NO a gauche. Dans les conditions basales, le
NO produit par la NO synthase endothéliale
diffuse dans les cellules musculaires lisses
(fleches bleues) et active la guanylyl cyclase
(sGC) soluble qui contréle le tonus vasculaire.
Les interactions du NO avec les globules rouges
dans ces conditions sont limitées par diffé-
rentes barriéres, celle de la membrane du GR
et celle que crée le flux plasmatique pres de

I’endothélium. Lors d’une hémolyse, I"oxyHb

libérée piege le NO et entraine une vasoconstriction avec ses conséquences pathologiques. Si la concentration de NO s’éleéve, ce qui se produit lors

d’inhalations ou de I'administration d’ions nitrites, les réactions avec le plasma et a I’intérieur des GR deviennent importantes (partie gauche de

la figure). Loxygeéne oxyde le NO en nitrite et nitrate, le nitrite pouvant étre réduit par la xanthine oxydoréductase (XOR). Les interactions avec les

molécules plasmatiques forment des composés thiols (SNO), et une petite quantité de SNO liée a I’Hb globulaire peut aussi se former. Les nitrites du

plasma peuvent entrer dans le GR, ou y étre formés, et des réactions avec I’Hb peuvent le réduire @ nouveau en NO (adapté de [19]).
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dans les valeurs des pressions artérielles,
systolique et diastolique entre ces deux
types de souris.

Une autre série d’expériences a alors été
entreprise, tenant compte du fait que
les mécanismes induisant I’hypoxie in
vivo peuvent étre multiples. Les auteurs
ont exploré I'action des GR purifiés des
souris HbC93 et HbA93 sur des arteres
pulmonaires de lapin exposées @ un taux
d’oxygéne variable. Les deux types de
GR entrainaient les mémes effets: une
vasoconstriction par captation du NO
endogene si 'artére a une oxygénation
équilibrée (21 % 0,), une vasodilatation
suivie de vasoconstriction secondaire en
hypoxie (< 1% 0,) [16]. Cette similitude
de comportement indique que la vaso-
dilatation hypoxique n’est pas contrdlée
par SNO, mais due a une libération d’ATP
par les GR hypoxiques, qui stimule la pro-
duction de eNOS [17]. U'action de PATP
est due a un métabolite, 'adénosine ; elle
est en effet inhibée par la théophylline,
antagoniste du récepteur de I’adéno-
sine. Pour les auteurs, SNOHb ne joue
pas un r6le essentiel comme régulateur
physiologique de la concentration de NO
circulante. La stricte conservation de
la Cys 393 fait cependant supposer que
ce résidu aurait un role important, sans
doute dans des maladies vasculaires.

Le travail de Tim Townes, qui parait
structuré et convaincant a cependant
provoqué une critique immédiate et
polémique de J.S. Stamler [18], s’atta-
quant aux procédures expérimentales.
A cette polémique, Tim Townes répond
en justifiant ses expériences tout en
admettant que tout n’est pas éclairci et
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que le sujet méritera encore des explo-
rations. Le nombre et le rythme des
publications sur le NO, presque quoti-
diennes, démontrent en effet I'impor-
tance du sujet, tant du point de vue
de la compréhension fondamentale du
mécanisme de son transport par I’hémo-
globine que des multiples applications
pathologiques et de la réflexion sur des
applications thérapeutiques. ¢

Nitric oxide and haemoglobin

GLOSSAIRE

Le tétramere fonctionnel o2B2 d’hé-
moglobine (Hb) existe alternativement
sous les 2 formes désoxyHb (formeT) et
oxyHb (forme R), la fixation du ligand
0, induisant un remaniement des
liaisons du contact at132. Une molécule
d’héme est liée a chaque sous-unité.
Le Fer est sous forme réduite (Fe®*)
dans I'oxyHb et dans la désoxyHb. La
chaine B (8 hélices A a H) lie I’héme
au niveau de I'histidine 63 (€7) et de
I’histidine 92 (F8).

Met HB est une forme oxydée irréversi-
ble (Fe**) et n’est plus fonctionnelle.
NOHb correspond a
coopérative de NO et du Fe?* de I’heme

une liaison
(nitrosylation).
SNOHb correspond a la fixation de
NO sur le S de la cystéine B93 (F9)
(nitrosylation).
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