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ABREVIATIONS

Absorbance
Boxcar et système de mesure en Cuve
Boxcar et système de mesure couplé au microscope à fluorescence
Couple Charged Deviee
Capacité de transfert pulmonaire
Concentration en oxygène de l'air inspiré
Débit sanguin d'un capillaire pulmonaire
Acide 4-(l -pyréne) butyrique
Tampon Phosphate Isotonique
Acide 12-(l-pyréne) dodécanoïque .
Pression partielle artérielle en oxygène (sang)
Pression partielle alvéolaire en oxygène (pulmonaire)
Acide 10-( I-pyréne) décanoïque
Acide 1O-(l -pyréne)-l 0 ketodecanoyl-cholesterol
Photomultiplicateur
Tris( 1,1O-phénantroline)ruthénium(II)chloride hydrate
Tris(4,7-diphényl-l ,1O-phénantroline)ruthénium(II)
Saturation en oxygène
temps de séjour d'un globule rouge dans un capillaire pulmonaire
Ultra-violet
Volume de gaz en mL transféré dans le sang par minute

NOTATIONS

Rendement quantique de fluorescence
Constante de Planck (=6,626 10.34 J.s)
Intensité de fluorescence
Intensité de fluorescence en absence d'oxygène
Constante de Stern-Vohner
Durée de vie de fluorescence (=lfk)
Durée de vie de fluorescence en absence d'oxygène
Fréquence d'un photon
Constantes cinétiques relatives à l'absorption, la fluorescence, les transitions
non radiatives, l'inhibition dynamique.
Intensité de fluorescence de l'excimère (470nm)
Intensité de fluorescence du monomère(376nm)
Constante d'inhibition statique
Constante d'inhibition dynamique
Constante d'inhibition bimoléculaire (accessibilité)
Somme des constantes de vitesses de disparition de la molécule excitée
(=l/t)
Coefficient d'extinction molaire
Efficacité du processus d'inhibition de fluorescence
Rapport des concentrations de Cholestérol et des protéines
nombre de Peclet
hindrance vasculaire
viscosité
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L'oxygène d'origine pulmonaire traverse la membrane érythrocytaire avantdé'''se fixer à

l'hémoglobine et d'être libéré au niveau des tissus. Le transport et la libération de l'oxygène sont

des phénomènes qui mettent en jeu des mécanismes physico-chimiques et mécaniques

complexes.

Le transport global de l'oxygène, estimé par le débit moyen en hémoglobine dans les

vaisseaux, a été très largement étudié en utilisant les paramètres rhéologiques macroscopiques du

sang, c'est-à-dire principalement à partir de la viscosité plasmatique et de la viscosité sanguine.

Les propriétés rhéologiques microscopiques des cellules sanguines (agrégation et

déformabilité) affectent également de manière "importante le transport global en oxygène. En

effet, dans la microcirculation, l'agrégation érythrocytaire est responsable des valeurs élevées de

la viscosité sanguine aux faibles vitesses de cisaillement. De plus, dans un capillaire de diamètre

inférieur à la taille d'une hématie, les propriétés élongationnelles des hématies soumises à un

champ de cisaillement (déformabilité) modifient les vitesses locales et les temps de transit, c'est

à-dire l'intervalle de temps durant lequel a lieu la libération de l'oxygène (selon l'affinité Hb-02 et

la pression partielle en O2) ,

Pour apprécier le degré d'oxygénation tissulaire, c'est-à-dire quantifier l'apport en

oxygène des tissus, certa ins modèles ont été développés mais présentent souvent l'inconvénient

d'être trop restrictifs au niveau des phénomènes pris en compte. Ainsi au niveau des modèles

développés à ce jour, seuls les paramètres liés au transport global de l'oxygène et aux

mécanismes de diffusion (libération de l'oxygène dans les capillaires) sont intégrés.

Actuellement, les connaissances sur les phénomènes de diffusion et de convection qui régissent

le transfert de l'oxygène à travers les diverses membranes biologiques traversées (hématies,

cellules endothéliales...) ne permettent pas d'établir de modèles proches des données

expérimentales.

Si les approches rhéologiques macroscopiques et microscopiques ont constitué l'essentiel

des recherches sur le transport global de l'oxygène, l'aspect moléculaire, c'est-à-dire la fluidité

membranaire des éléments figurés du sang, a été peu abordé. Les relations entre les paramètres

rhéologiques microscopiques (agrégation et déformabilité) et les paramètres rhéologiques

moléculaires (fluidité membranaire) ne permettent pas d'extrapoler les résultats des calculs du
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transport global de l'oxygène aux phénomènes de diffusion membranaire de l'oxygène, puisque

ne relevant pas du même niveau d'investigation.

Une approche plus fine au niveau moléculaire a été développée au Laboratoire d'Angio

Hématologie, en collaboration avec le Groupe de Recherches et Applications en Photophysique

et Photochimie (GRAPP-DCPR DRA 328 du CNRS, ENSIC-INPL, à Nancy). Elle porte sur

l'utilisation d'une méthode spectroscopique d'émission moléculaire, la fluorescence. La

fluorescence est un phénomène physique qui a permis le développement d'outils précieux pour la

prise d'informations à l'échelle moléculaire. Ces différentes résolutions, en particulier la

résolution spatiale, a permis de mettre au point une méthode de polarisation de fluorescence qui

renseigne sur la fluidité membranaire. Par ailleurs, le phénomène d'inhibition de fluorescence par

l'oxygène moléculaire est mis à profit pour étudier l'accessibilité de sondes fluorescentes

membranaires par l'oxygène, c'est-à-dire le phénomène de diffusion de l'oxygène. Une autre

résolution de la fluorescence est également mise à profit, pour la détermination des durées de vie

des états excités (résolution temporelle). Cette homogénéité dans le choix du phénomène

physique mis en oeuvre dans les méthodes d'investigation, la fluorescence, présente l'avantage de

limiter les appareillages de mesure et d'analyser des études comparatives de manière cohérente.

Le but de ce travail a été d'examiner l'influence des divers compartiments biologiques

traversés lors du transfert de l'oxygène des érythrocytes aux tissus. Cette approche du phénomène

de la diffusion de l'oxygène à l'échelle moléculaire a nécessité le développement au sein de notre

laboratoire d'une instrumentation spécifique, en particulier pour la détermination des durées de

vie de fluorescence en microscopie. Nous avons également développé des modèles sous des

conditions physiologiques, reproduisant la résistance membranaire au transfert passif de

l'oxygène dans les membranes d'érythrocytes et de cellules endothéliales rigidifiées. Une relation

a été établie entre les propriétés rhéologiques (rigidification membranaire par incorporation de

glutaraldéhyde ou de cholestérol) et la diffusion de l'oxygène.

Ce mémoire se présente en trois parties.

Dans la première partie, nous allons d'abord rappeler le cheminement de l'oxygène

d'origine pulmonaire jusqu'à l'oxygène dissous libéré au niveau des tissus. En particulier nous

détaillerons le système de distribution de l'oxygène, par le biais des globules rouges à travers le

système circulatoire. Nous exposerons ensuite les connaissances actuelles rapportées dans la

littérature concernant les écoulements du sang dans le système circulatoire et en particulier dans
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la microcirculation qui représente l'interface entre l'appareil circulatoire et les tissus qu'il irrigue.

Entre la libération dans les capillaires et l'oxygénation tissulaire, divers compartiments

biologiques sont traversés par l'oxygène moléculaire qui sont susceptibles de présenter une

résistance à la diffusion passive de l'oxygène. Ceux-ci, principalement la membrane

érythrocytaire, le plasma, l'endothélium et la paroi vasculaire seront décrits.

Nous essaierons de distinguer le transport global de l'oxygène des poumons aux hématies,

le transport global de l'oxygène par le système circulatoire, la libération de l'oxygène et sa

diffusion dans les tissus. Les types d'échanges de l'oxygène moléculaire seront ensuite abordés, à

savoir les phénomènes de diffusion et de convection. Enfin, un état des counaissances montrera

que les moyens d'investigation dont disposent les cliniciens ne donnent pas accès au degré

d'oxygénation tissulaire mais uniquement à une appréciation des signes extérieurs d'hypoxie.

Ensuite, nous nous attacherons à définir les moyens d'investigation à mettre en œuvre et

qui traduisent au mieux le phénomène de diffusion de l'oxygène. Il s'agit des techniques pour

lesquelles les valeurs mesurées reflètent la teneur en oxygène. Un cahier des charges intégrant de

nombreuses contraintes a été élaboré. Nous détaillerons les méthodologies développées

actuellement pour mesurer la teneur en oxygène moléculaire d'une solution (polarographie,

oxymétrie, RPE, fluorescence-phosphorescence). Au regard des diverses techniques évoquées,

nous avons retenu la fluorimétrie comme méthode principale d'investigation du phénomène de

diffusion de l'oxygène, sous le terme général de capteur optique.

Puis, après avoir décrit le phénomène de fluorescence, nous détaillerons le principe d'un

capteur optique basé sur l'inhibition de fluorescence par l'oxygène. Une étude historique

présentera les différentes évolutions de ces capteurs. Actuellement, les travaux s'orientent vers

l'utilisation de sondes fluorescentes présentant une grande durée de vie des états excités. Nous

retracerons une approche fine au niveau moléculaire avec deux approches complémentaires :

fluorescence statique (intensité de fluorescence) et fluorescence résolue dans le temps (durée de

vie des états excités précurseurs de la fluorescence). Les principes des phénomènes d'inhibition

de fluorescence seront décrits en mettant l'accent sur l'inhibition de la fluorescence par l'oxygène

qui donne accès aux coefficients de diffusion de l'oxygène.

Dans la deuxième partie, nous détaillerons les matériels d'origine biologique utilisés dans

les expériences sur la diffusion de l'oxygène (hématies, plasma et cellules endothéliales). Nous

aborderons ensuite les méthodologies mises en oeuvre. Celles-ci comprennent les dosages

biochimiques, les techniques apportant des informations en terme de propriétés rhéologiques
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macroscopique, microscopique et moléculaire. Nous développerons tout parti culi èrement les

mesures des intensités et des durées de vie de fluor escence en fluorimétrie de phase, en comptage

monophotonique et avec un système de type Boxcar. Nous avon s distingué les déterminations

des durées de vie avec un système Boxcar de mesure en cuve (Boxcar MC) et une nou velle

approche développée au laboratoi re, le système Boxcar de mesure couplé à un micro scop e à

fluor escence (Boxcar MM). Il s'agit d'un e technique quantitative de microscopie de fluorescence

résolue dans le temps. De nombreux paramètres ont été testés pour valider cette approche

microscopique, qui donne accès à des déterminations des durées de vie de fluorescence à

l'échelle ce llulaire. Les calculs qui permettent de déterminer les coefficients de diffusion de

l'oxygène à partir des con stantes d'inhibition de fluorescence seront présentés.

Ensuite, munis de ces outil s, nous appliquerons ces techniques à l'étude des relations

entre les paramètres rhéolo giques (macro scopiques, microscopiques et moléculaires) et le

phénomène de diffusion de l'oxygène. Ceci constituera la troi sième partie "Résultats et

Discussions" qui concerne les résultats des travaux sur les relations entre la rigidification

membranaire, la perméabilité membranaire et la diffusion de l'oxygène.

Au préalabl e, une étude mettant en évidence l'effet inhibiteur de l'hémo globine sur le

signal de fluorescence (intensité et durée de vie) a été menée sur une suspension d'érythrocytes.

Celle-ci a conduit à la nécessité de préparer une suspension de membranes d'érythrocytes

totalement dépourvues de molécules d'hémoglobine résiduelle membranaires.

Nous montrerons ensuite l'appo rt de la fluorimétrie en tant que méthode d'investi gation

de la diffusion de l'oxygène dans les membranes d'hématies, le plasma et la monocouche de

cellules endothéliales. C'es t à cette occasion qu'une relation entre les propriétés rhéologiques

(rigidification membranaire induite par incorporation de glutaraldéhyde ou de cholestérol) et le

coefficient de diffusion de l'oxygène dans la membrane sera établie.

Après avoir exploré la diffusion de l'oxygène au sein de la membrane érythrocyta ire, nous

nous intéresserons à la diffusion de l'oxygène à travers des solutions de plasma de donneurs sains

et malades. Ceux-ci ont des propriétés rhéologiques macroscopiques extrêmes, en particulier au

niveau des viscos ités apparentes qui sont attribuées à des pathologies reliées à des taux anormaux

d'immunoglobulines (IgM ou IgG dans notre étude).

Nous abo rderon s ensuite l'étude de la perméabilité de l'oxygène à travers la monocouche

de cellules endothéliales recouverte ou non des solutions de plasma. Cette étude sera menée
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grâce à une nouvelle méthode d'investigation , la microscopie à fluorescence résolue dans le

temps. Cette nouvelle approche donne accès à la détermination des valeurs de durées de vie en

rapport avec le phénomène de diffusion de l'oxygène sur des échantillons microscopiques dans

une chambre d'analyse spécifique.

Les différents compartiments biologiques traversés par l'oxygène avant l'oxygénation

tissulaire seront étudiés en termes de résistance à la diffusion passive. Il en découlera une

modélisation relativement simple du phénomène associé au transfert de l'oxygène en tenant

compte des propri étés rhéologiques macroscopiques, microscopiques et moléculaires. Ces études

seront suivies d'une discussion générale sur l'ensemble des données acquises et particulièrement

sur les moyens d'inves tigation mis en œuvre. ,..<~îi\lfd~·:ti~ "
/~ ~
( 81I1tlllTN~.Ur -
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1.1) Transport et distribution de l'oxygène par le système circulatoire

Les animaux supérieurs sont dépendants d'un apport d'oxygène aux tissus et une carence

en oxygène conduit rapidement à l'ischémie et à la mort. Un système circulatoire élaboré et des

molécules spécialisées dans le transport d'o xygène sont mis en œuvre pour délivrer l'oxygène

prélevé au niveau des poumons. Ce système hautement régulé apporte l'oxygène selon le besoin

des tissus.

Afin de mieux cerner les paramètres ayant une importance structurale ou fonctionn elle

dans le processus de diffusion de l'oxygène, nous allons passer en revue de manière succincte le

cheminement de l'oxygène d'origine pulmonaire jusqu'à l'oxygène dissous libéré au niveau des

tissus. Cet apport de l'oxygène aux tissus n'est possible qu'avec le recours d'un système de

distribution performant , le système circulatoire.

1.1.1) Le système circulatoire

1.1.1.1) Anatomie descriptive du système circulatoire

L'appareil circulatoire de l'homme est essentiellement composé d'une pompe, le cœur, et

de vaisseaux ; les artères partant du cœur et les veines y aboutissant. Entre les artères et les

veines existe un système interposé de petits vaisseaux très fins : le système capillaire. Le sang

des veines provenant de plusieurs organes débouche par la veine cave dans l'oreillette droite ; il

passe dans le ventricule droit et en sort par les artères pulmonaires qui le conduisent aux

poumons dans lesquels il se transforme en sang artériel et est ramené par les veines pulmon aires

à l'oreillette gauche. Ce circuit constitue la petite circulation ou circulation pulmonaire qui assure

l'approvisionnement en oxygène (de l'air aux alvéoles pulmonaires) et l'élimination du gaz

carbonique ramené des tissus au cœur par la circulation veineuse (air vicié).

Parvenu à l'oreillette gauche, le sang artériel passe dans le ventricule gauche et en sort par

l'aorte ; de là, il parvient enfin aux divers organes en suivant les ramifications successives des

vaisseaux en artères, artérioles et capillaires. Après avoir subi dans les capillaires les

modifications d'échange (nutriments, gaz, liquide), le sang parvient dans le système veineux qui

finalement le conduit à la veine cave et à l'oreillette droite. Il s'agit de la grande circulation.
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L'unité microcirculatoire

La liaison entre les artères et les veines s'effectue au niveau des tissus par l'interm édiaire

d'un riche réseau de petit s canalicul es (vaisseaux capillaires) de telle sorte que le système soit

clos.

Au sein des tis sus, les artères se ramifi ent en artérioles, qui se subdivisent en cap illaires.

Le capillaire est le site privilégié des échanges métaboliques et liquidiens. Sa fonction est

d 'ailleurs intermittente, avec un recrutement en fonction des besoins. C'est au niveau de ce réseau

de vais seaux à paroi très mince, unicellulaire, qu'ont lieu les échanges entre le sang et l'air des

poumons ou entre le sang et les tissus . La perméabilité capillaire est donc la propriété capitale

des capillaires puisque c'est elle qui permet l es échanges entre le sang et les tissus. Les

capillaires se coll ectent en veinules dont la réunion form ent les veines.

La microcirculation représente l'interface entre l' appareil circulatoire et les tissus qu 'il

irrigue. Elle est généralement définie comme l' ensemble des vais seaux de diam ètre inférieur à 50

um. Il s'agit plus exactement d'un organe constitué de différents maillons anatomiquement et

fonctionnellement différenciés. On parl e alors d 'unité microcirculatoi re dont la régulation est

complexe et très interactive.

Il existe souvent des communications entre les réseaux voisins appelées anastomoses. Le

phénomène d'anastomose, qui peut varier en taille et en étendue, permet dans certaines

conditions de rétablir une circulation sanguine satisfaisante lors d'un processus pathologique. Ce

« shunt» du circuit nutritionnel capillaire est constitué de vaisseaux de 30 à 50 um et ne se

rencontrent pas dans tou s les tissus. A côté de ces anastomoses artério-veineuses co-existent des

canaux dits « préférenti els » qui constituent un deuxième circuit de shunt, présents eux dan s tous

les tissus.

1. 1.1.2) Ecoulement du sang dans le réseau circulato ire

Du point de vue physiolo gique, on divi se l'appareil circulatoire en deux grandes parties.
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a) Le système à haute pression

Il comprend le ventricule gauche et le système artériel. La pression y est d'origine

dyn amique, sa capacité relativem ent faible (environ 700 mL) et il est peu extens ible. Son rôle de

distribution est rendu sé lectif par la vaso-motricité. Sa forte rés istance hémodynami que est

presque entièrement située à la sortie du sys tème art ériel et la vitesse du sang y décroît

progressive ment (da ns le sens centrifuge). Les caractéristiques de cette circulation sont en grande

parti e liées à la structure de la couche moyenne de la paroi arté rielle qui es t composée de trois

tuniques concentr iques (adventice, médi a et intima) . L'élasticité arté rielle uniformise la

circulation du sang et en aug mente le débit. La vitesse du sang dans les artères diminue avec leur

diamètre. De 30 à 40 cm/s dans les grosses artè res, elle passe à 15-25 cm/s dans les moyennes et

n'est plus qu 'à 5 à 10 cm/s dans les artérioles .

b) Le système à basse pression

Il com prend les capillaires, les vernes, "le cœur droit" , la circulation pulmonaire et

l'oreillette ga uc he . La pression y est avant tout d'origine statique . Sa capacité es t grande (5000 à

6000 mL) et il es t facil ement extens ible . Sa résistance hémodynamique est fa ible et la vitesse du

sang y croît progressivement dans le sens centr ipète (sans atte indre ce lle du système à haute

pression). La circulation dans le système à basse pression intéresse le réseau capillaire, zone

d'échange entre sa ng et liquides interst itiels, le système lymphatique et le système veine ux et

enfi n la totalité de la circulation pulmonaire.

Nous allons plus particulièrement développer la circulation capillaire qui es t un facteur

fondamental dan s la mi cro circulation, à l'origine des échanges gaze ux au niveau des tissus.

b1) La circulation capillaire

Constituant un réseau intermédiaire entre la circulation art éri ell e et veineuse, les

capillaires sont faits de canaux anastomosés d'un diamètre de 5 à 20 um à paroi endothé lia le

uni cellulai re. Extens ibles et très peu contractil es, les capilla ires permett ent par leur structure des

échanges entre sa ng et tissu s sur une surface cons idé rable ; ces échanges sont facilités par la

minceur des paroi s et par la lenteur de la circulation à leur niveau. Enfin les capillaires, grâce au x
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interstices de leur paroi , laissent les globules blancs s'insinuer dans les tissus où ils jouent un rôle

de défense (diap édèse en autres).

Le sang circul e dans les capillaires de manière non uniforme avec un écoulement

discontinu par glissement de couches concentriques dont la vitesse augmente de la périphérie

vers le centre. La couche laminaire périphérique où se trouve la majorité des globules blancs

paraît presque immobile alors que la zone centrale où circule la majorité des hématies se déplace

rapidement (environ 1 mm/s). La pression sanguine s'abaisse progressivement dans le capill aire,

et passe de 50 mm Hg à la jonction artério-capillaire à 30 ou 40 mm Hg dans le capillaire artériel

pour atteindre un minimum de 15 mm Hg à la jonction entre capillaires et veinules. A l'état

norm al les oscillation s tensionnelles sont amorti es avant le réseau capillaire et il n'existe pas de

"pouls" (sauf activité intense).

On distingue trois groupes de capillaires en microscopie électronique : les capillaires

continus (dans la plup art des organes), les capillaires fenêtrés (organes où les échanges liquidiens

sont importants comme les reins, les intestins, les glandes endocrines ...) et les capilla ires

discontinus (dans le foie et les organes spécialisés dans la production et la dégradation des

éléments figurés du sang, comme la rate et la moelle osseuse).

b2) Mécan isme de la circulation capillaire

Le passage du sang en plus ou moins grande abondance dans les capillaires est sous la

dépendance presque exclusive des variations de calibre des vaisseaux qui les précèdent ou qui

leur font suite. Il existe en fait dans un réseau capillaire, des canaux dits "préférentiels" bien

distincts des capillaires vrais par la présence, dans leur paroi, de fibres musculaires lisses

séparées les unes des autres. Selon la variation de diamètre de ces canaux préférentiels ou shunt

artériolo-ve inulaire, le débit augmente ou diminu e dans les capillaires vrais.

Les mouvements qui se produi sent à travers la paroi capillaire sont susceptibles d'être modifiés

par tous les facteurs qui altèrent la perméabilité capillaire : la dilatation des capillaires,

l'histamin e et également l'hypoxie augmentent cette perméabilité.

b3) La perméabilité capillaire

Si la paroi du capillaire doit permettre les échanges, elle doit aussi être suffisamment

résistante pour éviter l' extravas ion de globules rouges dans le liquide interstitiel sous l' effet de la

pression sanguine. L' intégrité pariétale des microvaisseaux est donc une nécessité, ce qui fait
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intervenir le concept de « résistance capillaire ». Pour que la paroi capillaire soit normo 

résistante, il est nécessaire que la structure de ses différents constituants : couche endothéliale

soit normale - film endothélial de fibrine - membrane basale et adventice lorsqu 'elle ex iste. Une

régulation hormonale intervient également, l'ATCH, la cortisone et l'insuline augmentant la

résistance capillaire.

c) Régulations particulières

c1) Circulation coronaire

Les artères coronaires assurent la vascularisation du myocarde qui est le plus grand

consommateur d'oxygène de l'organisme (60 à 100 mL/min/100 g) soit 14 % de la consommation

totale. Tout e obstruction par thrombose entraîne une ischémie et une nécrose qui caractérise

l'infarctus du myocarde. Le facteur régulateur essentiel dans la circulation coronaire

(vascularisation du myocarde) est la pression partielle en oxygène. Le myocarde est

particulièrement sensible à l'hypoxie qui entraîne des lésions irréversibles si elle se prolon ge plus

de 5 à la minutes. La P02 va constituer le stimu lus essentiel de la régulation du débit coronaire

(cf. 1.1.2.6 .1). Tout abaissement de la P02 déclenche une vasodil atation réflexe qui permet un

ajustement immédiat du débit coronaire aux besoins énergétiques. En comparaison du stimulus

P02, les autres facteurs humoraux (PC02, pH) sont certainement négligeables.

c2) Circulation cérébrale

Une interruption de la circulation cérébrale provoque au bout de dix secondes une perte

de conscience. La consommation en oxygène du cerveau de l'ordre de 45 mL/min soit environ

3,2 mL/min/100 g représente 18 % de la consommation totale en oxygène. La régulation de

l'irrigation cérébrale échappe au système vasomoteur et est avant tout d'origine humorale. Le

stimulus le plus efficace est la PC02 du sang artériel. L'inhalation d'un mélange riche en CO2 et

tous les états d'asphyxie augmentent considérablement le débit cérébral. A l'opposé

l'hyperventil ation peut le réduire de moitié. La P02 a des effets inverses mais moins marqués.
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c3) Cas des vasa vasorum

L'ex istence des vasa vasorum, petits vaisseaux cheminant dans la surface des parois

vasculaires et donnant naissance à des réseaux capillaires qui pénètrent dans l'épaisseur des

parois artérielles ou veineuses est connue depuis longtemp s. Ils const ituent les "vaisseaux des

vaisseaux" ou système vasal qui est un ensemble autonome comporta nt un réseau afférent (vasa

vasorum artériels), un réseau microcirculato ire distributi f (vasa vasorum capillaires) et un réseau

effé rent (vasa vasorum veineux). On en distingue deux types : les premiers, d'un diamètre variant

de 5 à 66 um correspondent à des structures artérielles avec un endothélium unicellul aire ; les

seconds d'un diamètre de 9 à 133 um et de forme plus aplatie ont une paroi plus fine et

correspondent à des structures veineuses . Au niveau pariétal, l'apport énergétique est

indi spensable au mainti en de la toni cité et de l'élasticité de la veine ainsi qu'au renouve llement

cellulaire .

Diffusion de l'oxygène dans la paroi veineuse : la consommation en oxygène est estimée à

0,6 ug/m g/heure. Un besoin en oxygène au niveau de la paroi persiste et la présence de

nombreuses enzymes oxydatives et d'importantes quantités d'ATP ont été mises en évidence . Le

coeffic ient de diffusion de l'oxygène est de l'ordre de 5. 10-4 um/min/crrr' dans l'intima comme

dans la média. L'amplitude de la diffusion de l'oxygène diminue avec l'éloignement de la source .

L'oxygène diffuserait sur une distance moyenne d'un mm autour de sa source mai s les études

théoriques avancent 300 um soit un tiers de l'épaisseur de la paroi. Au niveau de la média une

zone critique avasculaire et faibl ement oxygénée existera it (Belcaro, 1995).

1.1.1.3) Rhéologie dans le système circulatoire

a) Définition

L'hémorhéologie a pou r objet l' étud e de l'écoul ement sanguin en fonction des propriétés

mécaniques du sang.

b) Conditions d'écoulement du sang dans le système circulatoire

Deux phénomènes principau x caractér isent le flux sanguin:
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- Un état visqueux qui entre en jeu dans la résistance périphérique vasculaire et donc dans la

régulation de la pression artérielle.

- Le comportement non-Newtonien du sang. Le sang est un tissu visco-é lastique tendant à

s'écouler et à se déformer lorsqu 'il est soumis à une force.

Dan s les artères de gros calibre, c 'est-à-dire dans les secteurs circulatoires où le sang est

soumis à une pression élevée, le sang est fluide, de viscosité basse et les globules rouges sont

alignés. Pour une pression motri ce élevée et sous l' effet d 'un flux laminaire, les taux de

cisaillement élevés mainti ennent les globules rouges en couches concentriques séparées. Les

agrégats de globules rouges ne se forment pas du fait de cette force appliquée (Tableau 1).

Dans les secteurs où la pression motrice réduite ne développe que des frottements peu

élevés, le sang a une viscosité élevée. Pour une pression diminuée, l'hyperviscosité est due à la

formation d' agrégats de globules rouges qui est un facteur de ralentissement et de stase.

L'agrégation se fait et se défait selon les aires circulatoires et selon le régime de pression locale.

Ces phénomènes sont étudiés par la mesure de la viscosité, la mesure de l'agrégation des

globules rouges et la mesure de la déformabilité cellulaire.

Va isseaux . Diamètre Vitesse du sang (cm/s) Taux de cisaillement

(mm) à la paroi (s')

Larges artères 2-6 20-50 700

Larges veines 5-10 15-20 200

Artérioles 0,04 0,5 1000

Capillaires 0,005-0,01 0,05-0,1 800

Veinules 0,05-0,1 0,2-0,4 320

Tableau 1 : Valeurs des régimes d'écoulement dans les vaisseaux sanguins humains. D'après
Teiltel, 1983.

c) Rhéologie et microcirculation

Dans les petits vaisseaux, on note de faibles vitesses de cisaillement alors que la viscosité

sanguine est élevée et les érythrocytes organisés en rouleaux. La mécanique de la
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microcirculation est complexe en raison de la multiplicité des branchements vasculaires, du

ralenti ssement progressif du sang et de la variété des résistances périphériques opposées au flux

sanguin (Teitel, 1983).

La microcirculation représente essentiellement le champ d'action de l'hyperviscosité.

Sur le versant artériel, la diminution de la concentration corpusculaire dans le capillaire (effet

Fahraeus) réduit l' hématocrite et ainsi la viscosité du sang total.

A l'opposé, le versant veineux voit l'hématocrite remonter et la circulation microvasculaire

reprend ici les caractères du sang systémique.

Artériole

Au niveau de l' artériole, la circulation du sang tend à être laminaire. Les vitesses de cisaillement

augmentent et les rouleaux d'érythrocytes sont dissociés avec une viscosité sanguine diminuée.

Le flux progresse avec un schéma très particulier, avec au centre, les éléments figurés (globules

rouges et leucocytes) circulant à vitesse rapide et le plasma le long de la paroi circulant à vitesse

plus lente.

Caoillaire
i

Dans le capillaire, la contrainte de cisaillement est très élevée. Du fait de l'hémodilution

physiologique, l'hématocrite est nettement diminué, induit une moindre résistance à l'écoulement,

ce qui empêche totalement l'agrégation érythrocytaire. La circulation est difficile car souvent, le

diamètre des capillaires est inférieur à celui d'une hématie, qui doit alors se déformer pour

circuler (notion de déformabilité développée plus loin dans le texte). L'écoulement des globules

rouges dans les capillaires se fait habituellement de façon discontinue (par à coups) et le plasma

tourbillonne entre les éléments figurés. Ces tourbillons augmentent les contraintes radiales et

favoris ent les échanges . L'importance de cette accélération s'est révélée négligeable pour les gaz.

Plusi eurs phénom ènes influent sur cette dynamique (la stase sanguine, une auto-agglom ération

des globules rouges dans les artérioles, la vasomotricité des anastomoses artério-veineuses,

l' activité du sphincter précapill aire).

Veinules post-capillaires

Au niveau des veinules de tout petit calibre dites post-capillaires (et des veines de faible

diamètre), le taux de cisaillement à la paroi est faible, ce qui favorise l'agrégation érythrocytaire.

Ainsi la circulation y est très sensible aux conditions rhéologiques. Alimentée par des capillaires
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de remplissage, l'hématocrite y dépasse souvent la valeur de celui du sang brachial. De plus,

c'est le système vasc ulaire de l'organisme où la pression motrice est la plus faibl e (0,2 à 0,4

cm/s), le débit le plus ralenti. De ce fait , les agrégats d'hématies se forment , repoussant les

leucocytes vers la paroi endothéliale, ce qui augmente les possibilités d'interaction avec

l'endothélium vasc ulaire. Elles constituent le secteur de transit des globules blancs.

L'influence des facteurs rhéolo giques sanguins sur les phénomènes d'échange dan s la

microcirculation est complexe et comprend plusieurs facteurs :

~ Le temps de transit (temps de passage dans un capilla ire) est directement lié à la viscosité

sanguine et à la déformabilité des globules rouges.

La viscosité sangume augmente considérablement avec la baisse du taux de cisaillement,

principalement à cause de l'agrégation érythrocytaire à faible cisaillement (Chien et al, 1986).

La déformabilité érythrocytaire est éga lement un facteur déterminant du comportement

rhéo logique macroscopique du sang total. Dans un capilla ire de diamètre inférieur de troi s fois la

taille d'un globule rouge (7 um), les viscoélasticités membranaires et cytoplasmique du globule

modifient (théoriquement et expérimentalement) les vitesses local es et les temps de transit. Les

hématies devront adap ter leurs formes à ces derniers et donc posséder une propriété

fondamentale : la déformabilité passive qui dépend de troi s facteurs:

• La viscosité interne en fonction de la concentration et des propri étés physiques de

l'hémo globine.

• Le rapport surface / volume qui doit connaître des variations positives (ex: surcharge

membranaire en chol estérol).

• Les propriétés intrinsèques de la membrane qui régissent la plasticité, la flexibilité et

l'élasticité. L'instabilité du squelette protéique de la membrane peut induire une perte

de fragments membranaires et aboutir à une rigidité, donc à une bais se de la flexibilité

membranaire.

~ L'effet Farhaeus-Lindquist : l'alimentation d'un capilla ire par un récipient volumineux

contenant une suspension fluid e se traduit par une diminution de la concentration corpusculaire

dans le capillaire (effet Farhaeus) . Au niveau hémorhéolo gique, ce phénomène entraîne un
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hématocrite local inférieur à l'hématocrite du capillaire (rapport de 1 à 5) ainsi qu'une viscosité

locale du fluid e réduite. Il en ressort que la biodisponibilité de molécules solubles (mol écules de

gaz entre autres) seront par unit é de volume de sang plus abondantes dans le plasma.

~ L'existence au niveau de l'endothélium capillaire d'un e couche de macromolécules ass urant

d'un e part une meilleure lubrification des surfaces en contact mais qui crée une couche limite peu

favorable à la diffusion et limitant les échanges (Copley, 1983).

~ La distribution des réseaux capillaires (Rusch et al, 1983).

1.1.1.4) Vasomotricité

a) Définition et rôle

La vasomotricité est définie comme l' ensemble des var iations actives du calibre des

vaisseaux (élast icité, contractabilité entre autres), sous l'influence de leurs cellules lisses

pariétales (Barbier et al, 1994). Elle n ' existe pas au niveau des capillaires et des toutes petites

veinules post-capilla ires. Les médiateurs chimiq ues, s' ils n'ont aucune act ion motrice directe sur

le capilla ire lui-même, ag issent sur les autres éléme nts de l'unité microcirculatoire fonctionnelle.

La vasomotricité prédomine dans les artérioles, et surtout dans les plus petites d' entre

elles. Les artérioles de petit calibre présentent éga lement des contrac tions rythmiques

d ' amplitude import ante (jusqu ' à 100 % de leur calibre) et de faible fréquence (4 à la cycles par

minute). Ces contractions influencent considérablement l'hémodynamique capilla ire, que l'on

nomme « vas omotion ».

b) Régulation de la vasomotricité

La régulation de la vasomotricité est complexe car elle affecte de manière inégale les

différents maillons de l'unité microcirculatoire et reste sous la dépendance de nombreux facteurs

interagissant les uns avec les autres.

On oppose les facteurs nerveux et humoraux qui gouvernent l'homéostasie globale du

système circulatoire aux facteurs locaux d' autorégulation , myogéniques et métaboliques. La

sérotonine et la bradykinine créent une vasoconstriction veinul aire et augmentent la pression

intra-capillaire et la fuit e liquidienne. L'histamine ajoute à cette vasoconstriction veinulaire une

dilatation métartériolaire aggravant encore la « conges tion» capillaire. L'adrénaline et la
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noradréna line créent une vas oconstriction artér iolaire ce qui diminue le flux capillaire et réduit

l' évasion liquidienne. Ains i l'hypoxie de manière indirecte entraîne une vasodilatation

artériolaire intense mais auss i un recrutement capillaire qui réduit les distances de diffusion des

cellules au cap illaire le plu s pro che.

Cette distance de diffusion ou une résistance à cette diffusion apparaîssent donc comme

un param ètre critique de la viabilité tis sulaire.

La découverte de molécules vasoactives secrétées par l'endothélium (pros tacycline ...) qUI

diffusent et ag isse nt sur la cellule musculaire lisse a démontré la participation de l' endothélium

dan s le contrôle du tonus vasculaire. Les cellules endothéliales sécrètent à la foi s des facteurs de

relaxation (acéty lcholine, oxyde nitrique) et de contrac tion (endothéline, Yanag isawa et al,

1988 ).

1.1.1 .5) Les constituants des compartiments traversés par l'oxygène

Nous présenteron s ici de manière très succ inte les caractéristiques struc turales des

compartiments traversés par l'oxygène lors de son transport des érythrocytes aux tissus.

a) Le plasma

Il s'ag it de la composante liquide du sang. Le plasma est une solution aqueuse glucosée de

protéines et de sels minéraux tamponée à pH 7,35 . La force ionique moyenne est de 0,15 M. La

viscosité plasmatique est un déterminant majeur de la viscosi té sanguine en étro ite relat ion avec

la concentration en protéines du plasma. Les protéines présentes pour un volume d'environ 40

mL/kg chez l'homme (fibrinogène 2g/L, globulines et albumines 52 %) ont certaines propriétés

communes :

• Poids moléculaire élevé et taux sérique élevé (rôl e important dan s la pression oncotique) .

• Fonctions physiologiques: transporteurs (albumine entre autres), enzymes, protéines jouant

un rôle fondamental dans les phénomènes d 'hémostase et de coag ulat ion (fib rino gène entre

autres) .

• Fonc tion d' anti corps: immunoglobulines constituée s par l'asso ciation de deux chaînes légères

(À ou K) et de deux chaînes lourdes (a , y, Il , D, ou 8). Les 5 chaînes lourdes sont spécifiques
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des 5 classes d'immunog lobulines connues : IgG, IgA, IgM, IgD, IgE. Le poids moléculaire de

ces globulines var ient de 150.000 à un million.

Cette diversité est due à l'existence de formes polymérisées dans certaines classes (IgA et IgM).

La viscosité plasmatique est fortement affectée par ces polymères de haut poid s

moléculaire. Le plasma a un comportement newtoni en, c'est-à-dire que la viscosité plasmatique

varie avec la temp érature mais aussi avec les éléments présents. La valeur moyenne est de 1,22 ±

0,06 cSt à 37 "C (valeur témoin du laboratoire d'Angioh ématologie-Hémorhéologie, Faculté de

Médecine, Pr. Stoltz)

b) L'érythrocyte

Les érythrocytes, encore appelées hématies ou globules rouges ont une morpholo gie

régulière, en disque biconcave équiva lente à une sphère dégonflée. Cette forme est placée tout

entière au service de leur déformabilité, condition sine qua non de leur voyage à travers

l'organi sme.

L'érythro cyte est une cellule réduite à son cytoplasme et à la membrane plasmique qui

l'entoure. Sa structure est la suivante : un contenu sans noyau ni organites et un contenant. Elle

est l'abouti ssement d'un long processus de différentiation de la cellule dans la moelle osseuse

(érythropoïèse). A la fin de l'érythropoïèse, le globule rouge, déjà lourd en hémoglobine, se vide

de son noyau et de ses autres organites intracellulaires. Il devient alors un "sac" à hémoglobine et

c'est à ce moment que le squelette membranaire se met en place de façon définiti ve (Lazarides et

al, 1987). Pend ant les quelques 120 jours de son existence, il lui faut couvrir des centaines de

kilomètres et connaître aussi bien la circulation dans les gros vaisseaux que la traversée des

capillaires dont le calibre (2-3 um) est inférieur à son propre diamètre (7 um). Le cytosquelette

érythrocy taire doit permettre de répondre à ces caractéristiques. La figure 1 représente le schéma

d'une coupe de la membrane munie de son squelette. L'érythrocyte est caractérisé par l'absence

d'une machinerie enzymatique intracellulaire, ce qui permet une étude plus ciblée des

phénomènes membranaires. La membrane érythrocytaire a par ailleurs des échanges permanents

avec le mili eu plasmatique. L'érythrocyte présente également l'avantage d'être disponible en

quantité et facile à isoler.

La composition et la structure de la membrane érythrocytaire sont les suivantes :
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Les protéines

Les protéines sont des composants essentiels des membranes et se distinguent selon leur

topolo gie. On les répartira en :

Protéines intrinsèques : elles sont enfouies dans la matrice lipidiqu e et forment des liaisons

hydrophobes entre les acides aminés et les chaînes aliphatiques des acides gras des

phospholipides.

Protéines extrinsèques : elles sont ancrées à la périphérie de la membrane grâce à des liaisons

électrostatiques.

Protéines du cytosquelette : elles constituent une infrastructure composée de molécules

protéiques qui soutiennent la bicouche lipidiqu e de la membrane érythrocytaire. Ce squelette est

pour une large partie impliqué dans la forme de l'hématie et lui confère également ses propri étés

élastiques (Boivin, 1984).

Les protéines du cytosquelette sont situées du côté cytoplasmique de la cellule et sont en

particulier :

Spectrine : constituant majeur du squelette érythrocytaire (25 % des protéines membranaires),

elle interagit avec les autres protéines du cytosquelette et les phospholipides membranai res. La

spectr ine est localisée dans la face interne de la membrane, et présente une partie fortement

hydrophobe capable de pénétrer la double couche lipidiqu e.

Actine : (poids moléculaire, noté PM 43) ou bande 5, présente une capacité importante à activer

l'ATPase associée à la membrane.

Protéine 4.1 : (PM bande a et b, 80 et 78) protéine globulaire représentant 5 % de la masse totale

du cytoquelette. Suite à une phospho rylation par des kinases membranaires, cette protéine peut

être à l'origine d'une relaxation du réseau squelettique et à la formation d'une structure

membranaire plus flexible (Eder et al, 1988).

Ankyrine : (PM 210) ou bande 2.1, protéine globulaire responsable du maintien de l'association

des protéines du cytosquelette membranaire avec la bicouche lipidique. Elle interagit également

avec la bande 3.
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Bande 3 : (PM 95) c'est la principale prot éine intrinsèque de la membrane. Elle est repliée sur

elle-même et trave rse la membrane au moins deux fois. Sa mobilité est limitée par son

interaction ave c le cytosquelette .

Glycophorines A, B et C : (PM 31, 25 et 25) ces protéines port ent des groupements

glucos idiques . La glycophorine A est la prin cipale sialoglycoprotéine, liée à la bande 3. La

liaison de la glyco phorine C avec la prot éine 4.1 constitue le second système d'ancrage du

squelette membranaire au reste de la membrane.

Les lipid es membranaires

Bien que l'on note une grande diversité des lipid es membranai res, les lipides majeurs

existant dans l'érythrocyte hum ain sont le cholestérol et les phospholipides. On rencontre :

Glycérides: ils comportent des mono , di et triglycérides, et sont formés par l'estérifi cation du

glycérol par une, deux ou troi s chaînes d'acides gras.

Glycolip ides: il s'ag it de molécules complexes constituées d'une sphingosine reliée à une lon gue

chaîne d'acide gras par une fonction amid e à plusieurs résidu s glucidiques par une fonction

alcool primaire.

Cholestérol de la famille des stérols, il possède un noyau tétracyclique (ou

cyclopentanophénantrène). Sous la forme libre non estérifiée, il représente plus de 80 % des

lipides neutres existant dans la membrane des érythrocytes . Il se local ise préférentiellement dans

le feuillet externe de la membrane.

Phospholipides (PL): ils représentent 70 % en poids des lipides de l'érythrocyte humain. Dans

les conditions normales, le rapport chol estérol/phospholipide est relativement constant, environ

0,8. Ce sont des esters d'acides gras dans lesquels un groupement pho sph ate fait partie intégrante

de la fonction alcool entrant dans la composition de la molécule.

Ils comprennent principalement:

Glycérophosphatides : la diversité des différentes espéces moléculaires de glycérophospholipides

est d'abord assurée par la nature des têtes polaires : sérine, éthanolamine, monométhyl- et
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diméthyl-éthanolamine, choline, glycérol et glycérol phosphate, inositol et inositol mono et

diphosphate.

Sphingolip ides : ils sont représentés essentiellement par la sphingomyéline (SM).
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Figure 1 : Schéma d'une membrane de globule rouge tapissée de son squelette. Les qualités
plastiques du globule rouge sont dues à sa membrane plasmique et à son squelette cellulaire très
particulier. Celui-ci occupe une épaisseur de la nm le long de la face interne de la membrane. Le
squelette est constitué principalement par la spectrine Cl , 2), l'actine associée à la protéine (4.9) et
la protéine (4.1). La spectrine constitue des liaisons entre les protéines (4.1). Elle est amarrée à
une protéine membranaire (3) (bande 3) par l'intermédiaire d'une autre protéine (l'ankyrine ou
protéine 2.1). D'après : Delaunay J et Boivin P. Le squelette du globule rouge. La Recherche,
1990,223,844-852.

Figure 2 : Cliché d'une mono couche de cellules endothéliales ECV 304 adhérentes et à
confluence, en culture dans du milieu IM199. Observation en lumière transmise, x 20,
intégration 0,1 sec.
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c) Les cellules endothéliales vasculaires

Les cellules endothéliales vasc ulaires constituent une barrière naturelle. Elles forment une

couche monocellulaire et se retrouvent dans tous les vaisseaux du système circulatoire (Figure 2) .

Leur densité est si imp ortante (25 à 30 m2 dans les grosses artères et plus de 1500 m2 dans les

microvaisseaux) que leur poids total est estimé à 1,5 kg dans le corps humain.

Les cellules endothéliales exercent un rôle essentiel dans plusieurs fonctions

physiologiques fond amentales. Les fonctions de l' endothélium sont à la fois globales,

not amment lorsqu e ses propriétés métaboliques participent à l' économie générale de

l' organi sme, et locales lorsqu 'elles interviennent sur les différent s facteurs réglant la vie des

cellules circulantes ou des tissus sous-jacents , L'endothélium constitue donc une véritable

interface entre le sang et les cellules musculaires lisses (Braqu et et al, 1994). La cellule

endothéliale peut intervenir activement dans le transfert des éléments du métaboli sme, soit par

les pores la traversant de part en part, soit par pynocytose.

L'endothélium intervient dans les mécanismes de défense immunitaire, en particuli er

dans la circulation lymphocytaire et le recrutement des leucocytes circulant lors des états

inflammatoi res. Il parti cipe aux deux étapes de la migration des leucocytes en permettant, d'u ne

part l'adhésion des cellules circulantes du sang, et d'autre part, leur passage entre, ou à travers les

cellules endo thélia les (diapédèse). D'autre part, dans les conditions normales, la cellule

endothéliale exerce une activité anticoagulante en inhibant l'hémostase primaire (vasodilatation

et anti-agrégation des plaquettes) et la coagulation plasmatique. A l'inverse, en cas de lésion, elle

part icipe à la formation du thrombus hémostatique en favorisant l'adhésion des plaqu ettes aux

structures sous-e ndothéliales (production du facteur Willebrand) , et en déclenchant la voie

exogène de la coagulation plasmatique (production du facteur tissulaire ou thromboplastine).

De nombreux facteurs, traum atiqu es, métaboliques et/ou anoxiques peuvent entraîner une

lésion de l'endothélium vasc ulaire, en particuli er l'oxygénation.

Au niveau des cellules endothéliales de l' artère pulmonaire, une disponibilité moindre en

oxygène aura it des répercutions sur la production et la secrét ion de facteurs de relaxation et de

contraction libérés par l' endothélium (Kovitz et al, 1993) . Sur le même type de cellule, des

mesures de calcium intracellulaire ont montré que l'hypoxie entraînait une variation du gradient

électroc himique de calcium et la dépolarisation de la membrane cellulaire (Stevens et al, 1994).

La capacité de synthèse de PGI2 (facteur antithrombolytique) et de facteurs dits

d 'hyperpolarisation membranaire fluctue selon le taux d'oxygène délivré à des cellules

endothéliales de l' artère coro naire (Siegel et al, 1993).
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De même, l'expression du PDGF (Platelet-derived growth factor) serait directement

dépendente du gradient en oxygène à proximité des cellules endothéliales (Kourembanas, 1990).

En clinique dans le cas d'i schémie critique occasionnant une lésion physique des cellules

endothéliales, des travaux récents ont montré qu'une glycoprotéine membranaire libérée, la

thrombomoduline plasmatique, est reliée, en premiere approximation à la pression transcutanée

en oxygène (Seigneur et al, 1993).

La présence de molécules d'oxygène moléculaire favorise également les phénomènes de

stress oxydatif, par l'intermédiaire des radicaux libres oxygénés (Halliwell, 1993; Rego et al,

1995) dans le sytème vasculaire (Baghi et al, 1989; Kinnula, 1993).

Enfin, les forces de cisaillement soumettent les cellules endothéliales à des stress

physiques à l'origine d'importantes modifications physiologiques et structurales (Reinhart, 1994;

Davies at Dull , 1990).

Les travaux cités ci-dessus soulignent l'i mportance de l'oxygénation cellulaire dans la

genèse des maladies cardio -vasculaires, et sur son rôle dans l'intégrité de l' endothélium

vasculaire.
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1.1.2) Le transport de l'oxygène des poumons aux tissus

1.1 .2.1) Transport global de l'oxygène des poumons aux hématies

L'air atmosphériqu e est un mélange gazeux dont la composition demeure inchangée dans

l' ensembl e de l' atmosphère respirable et comporte 21 % d 'oxygène (0) , et 1 % de gaz inertes.

Le terme « gaz du sang» désigne tout élément ou composé existant à l' état gazeux dans les

conditions usuelles et dans une certaine mesure, dissous dans le sang (oxygène, azote, oxyde de

carbone, krypton, hélium, anhydride carbonique). Le poumon étant un organe d' échanges

gazeux, sa fonction principale consiste à permettre à l'o xygène de l' air atmosphér ique de

pénétrer dans le sang veineux et au gaz carbonique (C0 2) d'en sortir. L' air vic ié contient 17 %

d 'Dl et environ 4 % de COl' Seuls CO2 et O2 participent aux échanges gazeux; il n ' y a pas

d ' échange net de N2 ou d' autres gaz inertes. Le poumon filtre les substances toxiques apportées

par la circulat ion, il métabolise certaines substances et se comporte comme un réservoir sanguin.

Mais sa fonction principale consiste à échanger des gaz au niveau de la surface de séparation

gaz-sang.

La Figure 3 représente de manière simple le cheminement de l'oxygène pulmonaire

jusqu 'à l'érythro cyte. Elle inclue quelques facteurs pouvant affecter ce transfert:

• la pression partielle en oxygène (gradients) entre les alvéloles pulmonaines et les capillaires

pulmonaires,

• la paroi vasculaire représentée ici par l'endothélium,

• la couche plasmatique (diffusion-convection),

• la résistance de la memb rane érythrocytaire,

• la cinétique de fixation hémoglobine-oxygène et la difusion facilitée,

• le flux convec tif interne de l'oxygène dans l'érythrocyte.
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Figure 3 : Diffusion de l'oxygène pulmonaire à l'érythrocyte. Les chiffres renvoient aux
références suivantes : 1 : Hook et al, 1988, 2 : Weiner, 1992. 3 : Desjardins et al, 1990. 4 :
Kreuzer et al, 1987. 5 : Wittenberg, 1970.6 : Klug et al, 1956. 7: Roughton , 1959. 8: Stroeve et
al, 1976. 9 : Forster et al, 1957.10 : Fischkoffet Vanderkooi, 1975.]]: Hartridge et al, 1923.

a) La surface de séparation gaz-sang

L' oxygène et le gaz carbonique se déplacent entre l' air atmosphérique et le sang par

simple transfert, c'est-à-dire d'une zone de haute pression partielle vers une zone de basse

pression partielle. La loi de diffusion de Fick (cf. Annexe) établit que la quantité d'un gaz qui se

déplace à travers une couche tissulaire est proportionnelle à la surface de cette couche et

inversement proportionnelle à son épaisseur. La barrière sang-gaz est extrêmement mince (en

moyenne inférieure à 0,5 urn) et a une surface comprise entre 50 et 100 mètres carrés , ce qui est

considérable pour le transfert à l'intérieur de la cavité thoracique dont les dimensions sont

limitées. Elle est par conséquent parfait ement adaptée à sa fonction pour les échanges gazeux. Ce

phénomène se réalise par le déploiement de petits vaisseaux ou capillaires autour d'un nombre

considérable de petits sacs remplis d'air, les alvéoles.

Chaque poumon humain contient environ 300 millions d'alvéoles dont chacune a un

diamètre égal à environ 0,3 mm. C'est donc en raison de leur division en grand nombre d'unités

que les poumons peuvent assurer une surface de transfert si importante. Le gaz est amené d'un

côté de la surface de séparation gaz-sang par les voies aériennes et le sang est amené de l' autre

côté par les vaisseaux sanguins.
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b) Ecoulement de l'air dans les poumons

Au cours de l'inspiration, le volume de la cavité thoracique augmente et l' air

atmosphér ique est attiré dans les poumons. L'air inspiré s'écoule de façon massive jusqu 'aux

bronchioles terminales (comme de l' eau dans un tuyau). Au-delà de ce point, la surface de

section des voies aériennes devient si importante par la suite de leur extrême ramification que la

vitesse d' écoulement du gaz devient faible. Le transfert du gaz dans les voies aériennes devient

alors le mécanisme dominant de ventil ation dans la zone respiratoire. La vitesse de diffu sion des

molécules de gaz dans les voies aériennes est si rapide et les distances de transfert sont si courtes

que les différences de concentration au niveau des alvéoles sont pratiquement abolies au bout

d'une seconde. Les calculs théoriques du temps nécessaire à l'oxygène pour diffuser dans la

cellule et établir un profil initial de gradients de pression en oxygène indiquent une grandeur

inférieure à la milliseconde (Nicolson et al, 1951). Il a été démontré que l'inhalation d'un

mélange pauvre en oxygène élève la pression artérielle sans modification du débit cardiaque ni

de la tension artérielle générale, ni de la répartition des volumes circulants. L'hypoxie agit

directement sur la partie juxta-alv éolaire des art érioles précapillaires.

c) Vaisseaux sanguins et débits sanguins

Les vaisseaux sanguins pulmonaires forment une série de tubes qui se ramifient à partir

de l' art ère pulmonaire jusqu 'aux capillaires et qui reviennent aux veines pulmonaires . Les

capillaires forment un réseau dense dans les parois des alvéoles. Le diamètre d'un segment

capillaire, éga l à environ 10 microns, est juste suffisant pour le passage d'un globule rouge

norm alement déformable. L'artère pulmonaire reçoit la totalité du débit du cœur droit , ainsi, une

pression artérielle pulmonaire moyenne égale à environ 15 mm Hg suffit à assurer un débit

sanguin de 6 LI min . Chaque globule rouge demeure environ une seconde dans le réseau

capill aire, et au cours de ce délai, il traverse probablement deux ou trois alvéoles. La structure du

poumon est si efficace pour les échanges gazeux que ce bref délai suffit à assurer l' équilibration

pres que complète de 1'02 et du CO2 entre le gaz alvéolaire et le sang capillaire. Même si une

proportion rédui te des globules rouges capte l'oxygène de manière optimale (saturation), leur

grand nombre suffit à assurer un transfert efficace de 1'02, ce qui n'est pas le cas au niveau des

tissus où la cinétique de libération de l'oxygène est un facteur limitant.
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d) Le transfert alvéolo-capillaire

d1) Transfert membrana ire des gaz alvéolaires

Les échanges gazeux alvéolo-capillaires constituen t une étape complexe entre les

transports venti lato ires et circulatoires. Les modalités du transfert sont différentes pour les gaz

inertes et les gaz non inertes ; les premi ers sont ceux qui se dissolvent dans le sang sans s'y

combiner chimiquem ent (azote, argon, hélium, xénon, éther, oxyde nitreux N20 et les gaz

anesthésiques). Au contraire, l'oxygène, le dioxyde de carbone, le monoxyde de carbone (CO) et

le monoxyde d' azote (NO) se combinent à travers divers composants du sang principalement à

l'hémoglobine. L' oxygène alvéolaire traverse par transfert physique de type passif (cf. 1.1.2.5) la

membrane alvéolo-capilla ire, le plasma et la membrane érythrocyta ire et se combine

chimiqueme nt avec l'hémoglobine.

A ce niveau, le transfert membranaire se fait en deux étapes:

a) Passage par transfert le long d 'un gradient de concentration à travers la membrane alvéolo

cap illa ire, d 'une immense surface et d'une extrême finesse, représentant un très petit volume

de tissu (environ 80 mL).

b) Diffusion et fixat ion dans le sang capillaire pulmonaire dont le faible volume (Vc = 80 à 150

mL) circule à une faible vitesse, de l' ordre de 0,1 mm/s, dans un réseau serré où chaque globule

rouge séj ourne pendant un temps Tc de 0,3 à 1 seconde, d ' autant plus court que le débit sanguin

capilla ire Qc est plus élevé (Tc = Vc / Qc). Les gaz rencontrent ainsi deux résistances en série, la

membrane alvéolo-capillaire et le sang. En pratique, la résistance du sang est essentiellement

représentée par les membranes des érythrocytes et le pla sma. La différence de pression partielle

alvéolo-capillaire mo yenne (PaQ2- PCQ2) ass ure le transfert à travers ces deux résistances. On

définit ains i la capacité de transfert pulmonaire (DL « Diffusion Lung ») pour l'oxygène par le

volume de gaz en mL transféré des alvéoles dans le sang par minute (V02) pour une différence de

pression alvéolo-capilla ire de 1 mm Hg (DLQ2 = V02 / (PaQ2 - PCQ2» ' Ces mesures donnent accès

à la diffusion de l'oxygène alvéolaire.

Pui sque l'oxygène pénètre dans le sang capilla ire pulmonaire par diffu sion, la P02

alvéo laire (PA0 2) doît être un des principaux déterminant s de la P0 2 capilla ire pulmona ire et
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artérielle (Pa02) . Suivant le même raisonnement, la PA02définit la limite supér ieure de la Pa02;

la Pa02 ne peut jamais être supérieure à la PA02. Dans un poumon dit «idéa l», la Pa02 serait

éga le à la PA0 2. Or les échanges gazeux ne se conforment pas à un modèle idéal, de sorte que la

PA0 2 calculée et la Pa02 mesurée dépendent de plusieurs facteurs, dont le plus important est le

rapport vent ilation/perfusion parmi les centaines de millions d'unités alvéolo-capillaires. Pour

chaque alvéole prise individu ellement , la P02 qui règne dans l' espace aérien n' est pas uniforme,

principalement en raison de la pesanteur et de la compliance (aptitude à la dist ension

pulmonaire) .

Sur le plan clinique, il n' est pas nécessaire de se préocuper de la distribution des valeurs

alvéolaires individuelles de P02 mais il suffit de connaître la P02 moyenne de l' ensemble des

alvéoles. Cette valeur est calc ulée d' après l' équation des gaz alvéo laires:

PA02= PI02- 1,2 PAC02où PI02 = FI0 2/ (PB - 47)

avec : PB : la pression barom étriqu e

FI0 2 : la fraction d'02du gaz inspiré (21 %)

PI02: la pression de 1'02inspiré au niveau de la trachée

PAC02 : la PC02at1érielle (présumée égale à la PC02alvéolaire)

PA02 : la P02alvéolaire

Pa02 : la P02artérielle normalisée pour une altitude donnée

N.B. Le calcul de la PI02 se rapporte à l' air qui se trouve dans la trachée. A cet étage des voies aérienn es, de la

vapeur d ' eau s' aj oute au mélange, et il faut soustraire la pression de la vapeur d ' eau (47 mm Hg) de la pression

barométrique pou r obtenir la PI0 2• Le facteur 1,2 tient compte d 'une faible variation de la pression de l' azot e qui se

produit qu and 1' 0 2 absorbé dépasse le dio xyde de carbone éliminé. En clinique, le quotient respi ratoire (rapport

oxygène absorb é/Ct), rejeté) n 'est plus mesuré.

Il apparaît , à parti r des équations des gaz alvéolaires présentées ci-dessus, que la diffusion

de 1'02 au niveau du transfert alvéolo-capillaire est mesurable et quantifi able. Le bilan d'un

malade peut être clairement dressé à partir du calcul de la PA0 2 malgré les suppositions

acceptées pour l' équation des gaz alvéolaires. La différence entre la PA02 calculée et la Pa02

mesurée (ou différence alvéo lo-artérielle) dépend de plusieurs facteurs . Quand on considère les

causes phys iologiques de l' hypoxémie, il est important de distinguer entre une entrave à la

diffusion (bloc alvéolo-cap illaire) et une perturbation du rapport ventilation/perfusion (qui seule

joue un rôle cliniquement significatif dans l'hypoxémie). Le terme «ventilation/perfusion»

s' applique au rapport qui existe entre la quantité d'air pénétrant dans les alvéoles chaque minute
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et la perfu sion capillaire de ces alvéoles. La diffusion de 1'02 et du CO2 est tellement rapide et

efficace qu 'une pneumopathie caractérisée par une « entrave à la diffusion » (fibrose pulmonaire,

insuffisance cardiaque congestive) ne provoque pas d'hypoxémie importante chez le sujet au

repos. Une anomalie des processus d'échange de l'oxygène au niveau des alvéoles pulmonaires

peut éventuellement être décelée par le calcul (PA02 - Pa02). A ce niveau, la cinétique de

diffusion d'02 du poumon à l'érythroc yte, qui dépend en grande partie de la différence de

pression partielle alvéolo-capillaire pourrait être affectée par certaines propriétés mécaniques des

membranes traversées. Ce n' est vraisemblablement pas le cas physiologiquement au regard de

l'effi cacité du processus d' échange de 1'02, La membrane alvéolo-capill aire est particulièrement

bien adaptée à cette fonction de séparation gaz-sa ng. En fonction du temps de séjour (transit)

limité des érythrocy tes dans les capillaires pulmonaires, les caractéristiques rhéolo giques de la

membrane érythrocytaire prennent une importance plus relative et ne sera ient pas lim itatives

dans le transfert de l'oxygène.

d2) Cas des shunts intrapulmonaires

Le sang qui n' a pas participé aux échanges avec le gaz alvéolaire pénètre dans le

ventricule gauche avec un contenu en oxygène inférieur à celui d'un sang normalement

hématosé. Le sang provenant d'une région pulmonaire présentant un rapport

ventilation/perfusion égal à zéro, présente un contenu en O2 identique à celui de l' artère

pulmonaire. Il se mélange alors avec le sang normal ement oxygéné et détermine un certain degré

d'hypoxémie artérielle. Les shunts intrapulmonaires sont la manifestation la plus courante des

affec tions pulm onaires et constituent l' explication la plus fréquente de l'hypoxémie liée à ces

affections. Cependant ces shunts ne sont pas la cause exclusive de l'hypoxémie.

e) Fixation hémoglobine-oxvgène

e1) Hémoglobine

Une des fonct ions majeures du sang est de transporter l'oxygène du milieu extér ieur vers

les cellules utilisatrices enfouies au plus profond de l'organisme. Compte tenu de la faible

solubilité de ce gaz, des débits importants des liquide s internes seraient nécessaires pour assurer

son transport si des protéines spécialisées , les pigments respiratoires, n'existaient pas. Ces
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pigments sont en effet capables de lier l'oxygène de manière révers ible et d'augmenter ainsi

considérablement la capacité de transport de l'oxygène par le sang.

Les pigments respiratoires sont des métalloprotéines dont la structure abrite un ou

plusieurs atomes métalliques selon les espèces. Ces pigments se retrouvent sous diverses formes;

leghémoglobines (famille des légumineuses), l'hémérythrine (chez un invertébré marin , le

sipuncle), l'hémocyanine (pigment bleu de la pieuvre), la myoglobine (muscles des vertébrés et

des invertébrés), l'hémoglobine (contenue dans les hématies ou dissoute dans le plasma chez de

nombreux invertébrés) (Toulmond et Truchot, 1993).

Dans les pigments respiratoires dits héminiques l'unique atome de fer ferreux (Fe2+) est

logé au centre d'une protoporphyrine (du grec porphura, pourpre), petite molécule organique à

structure cyclique . formée de quatre noyaux 'pyrroles liés les uns aux autres (Figure 4).

L'ensembl e fer-protoporphyrine constitue l'hème. L'atome de fer est lié à un seul acide aminé du

polypeptid e, une histidine.

La première structure quaternaire de l'hémoglobine (de cheval) a été décrite en 1960 par

Max Perutz et ses collègues. L'hémoglobine A est faite de 4 chaînes polypeptidiques ; deux

chaînes a et deux chaînes ~ (a2 ~2) et de deux molécules d'hème pour un poids moléculaire qui

avoisine les 65500 Da. Ces quatre unités fonctionnelles (qui forment un tétramère), capables de

lier quatre molécules d'oxygène, ont chacune la structure de la myoglobine.

Un globule rouge contient environ 280 millions de molécules d'hémoglobine. D'autres

hémoglobines sont également concernées; A2(a/>2) dont les chaînes de globine sont différentes,

la carboxyhémoglobine (liaison covalentre entre CO et l'ion ferreux), la méthémoglob ine

(oxydation de l'ion ferreux) et l'hémoglobine foetale (a2Y2 85 % de l'hémoglobine du foetus à

terme). Malgré des séquences d'acides aminés différentes, les chaînes a et ~ ont une

configurati on spatiale similaire décrivant 8 segments hélicoïdaux et une cavité où se loge la

molécule d'hème. L'hème a une structure plane tétrapyrrolique et un atome de fer (état ferreux)

enchâssé en son centre. Cet assemblage complexe permet la fixation d'une molécule d'o xygène

liée au fer. Une cavité existe au sein du tétramère d'hémoglobine où interagissent les ions chlores

et le 2,3-diphosphogycé rate (2,3-DPG).

La fixation sangume se fait par dissolution quasi instantanée pour les gaz inertes et

combinaison chimique plus lente pour les autres gaz. Le sang normal contient 14 %

d'hémoglobine et l'hémoglobine peut transporter jusqu'à 1,34 mL d'02 pur par gramme. La

capaci té oxyp horique du sang, c'est-à-dire la capacité totale de transport de l'oxygène représente
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donc: 14 x 1, 34 (1,39 en fait pour le pouvoir oxyphor ique de l'Hb fonctionnelle) soit environ

18,8 mL d'02'

Le transport du CO2 via les globules rouges ne relève pas d'une liaison directe à l'hème.

Seulement 25 % du CO2 est lié à l'extrémité N-terminal e des group es aminés de l'hémo globine

désoxygénée. La carbaminohémoglobine ainsi formée suit une courbe de dissociation analogue à

celle de l' oxygène et dépendant de la pression partielle en CO2 du sang.

Figure 4: Structure tétramérique de la molécule d'hémoglobine.
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e2) Substituts de la fonction de transfert d'oxYgène

Le sang considéré comme l'un des tissus essentiels à la vie sert à transpo rter les gaz

respiratoires, les nutrim ents et les métabolites, mais assure également la régulation hydrique,

l'intégrité du système vasculaire, la réponse aux agressions diverses. Sur le plan médical, la

transfusion sanguine pose un certain nombre de problèmes: incompatibilité de groupes sanguins,

difficultés d'approvisionnement, transmission de maladies infectieuses. Dans le but de mettre au

point des produits de substitution susceptibles de remplacer temporairement quelques unes des

fonction s du sang, des transporteurs d'oxygène intravasculaires ont été mis au point ; ce sont des

substitut s de sang. Les transporteurs d'oxygène doivent être pourvus de propri étés leur permettant

de transporter et d'échanger l'oxygène et le gaz carbonique. Actuellement, seules les solutions

d'hémoglobine et les fluorocarbones font l'objet de recherches cliniques avancées (Riess, 1992).

Diverses sources de matériel sont utilisées, sang humain, sang bovin, hémoglobine modifi ée par

des méthodes chimiques (Bucci et al, 1996) ou par génie génétique (Oison, 1996) . Les

fluorocarbones constituent l'autre voie de recherche pour le développement d'un transporteur de

l'oxygène de nature chimique (Sirieix et al, 1996).

e3) Fixation de l'oxygène à l'hémoglobine

Un facteur import ant qui détermine l'efficacité du transport de 1'02par le sang est l'affinité

de l'hémoglobine pour 1'°2, Elle caractérise la plus ou moins grande facilité d'association ou de

dissociation du pigment pour ce gaz. Cette affinité est moins forte dans le tétramère

(hémoglobine) que dans l'unité constitutive (la myoglobine). Si l'hémoglobine présente une trop

grande affinité, des quantités importantes d'02 ne sont pas libérées aux tissus et si l'affinité est

trop faible, l'hémoglobine n'est pas idéalement saturée dans les poumons. Le meilleur moyen

d'estimer l'affinité de l'hémoglobine pour l'oxygène est de tracer la courbe d'équilibre (OEC pour

"oxygen equilibrium curve"). L'OEC dépend de la concentration en hémoglobine, de la P02

artérielle et veineuse et du flux sanguin. Il peut être estimé, in vitro, pour évaluer la quantité d'02

effectivement libérée pour être délivrée aux tissus. La courbe tracée représente soit la courbe

d'association (capacité de la molécule à fixer révers iblement 1'02sur le fer ferreux de l'hème) soit

la courbe de dissociation (ODC) de 1'02, Des termes correctifs qui tiennent compte de l'oxygène

figé et non fixé à l'hémoglobine peuvent être introduits de manière théorique (Streiff et al, 1973).

Dans le tétramère, la fixation de l'oxygène devient coopérative, c'est-à-dire que l'affinit é

d'un site libre augmente (jusqu' à deux cents fois plus grande) quand d'autres sites ont déjà lié une
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mol écule d'ox ygène. L'affinité du tétramère pour l'oxygène peut être modulée par des effec teurs

allo stériques (effecteurs hétérotropes), petites molécules capables de se lier à la protéine en des

sites différent s de celui de l'oxygène et confinées chez la plupart des vertébrés dan s le globule

rou ge (action locale). Parmi ces effecteurs, généralement des dérivés du métabolisme du globule

rouge, on compte des ions H" (qui dim inuent l'affinité), le 2,3-diphosphogycérate (abaisse

l'affinit é de l'hémo globine) et diverses substances organiques ou inorganiques.

L'effet Bohr correspond au fait que l'augmentation du CO2 dans le sang favorise la

libération de 1'02 par l'Hb.

L'effet Haldane correspond au fait que l' augmentation de 1'02 dans le sang fav orise la

libération du CO2 par l' Hb.

e4) Transport facilité en présence d'hémoglobine ou de mvoglobine

Un transport facilité de l'oxygène en présence d'hémo globine (Klug et al, 1956 ; Kre uzer,

1970 ; Stroeve et al, 1976 ; Tsai, 1994) a été décrit par Hashimoto et al (1990) mettant en œuvre

un transfert équilibré des molécules d'oxyhémoglobine et d'oxygène (Wyman, 1966).

Toutes ces propriétés nouvelles facilitent la décharge du pigment en oxygène : la

myoglobine sert au stockage de l'oxygène, l'hémo globine tétramérique permet son transport d'un

point à l'autre de l'organi sme. Le système circulatoire permet d'assurer aux tissus un apport

suffisant en oxygène.

1.1.2.2) Transport global de l'oxygène aux tissus par le système circul atoire

L'hémorhéologie apporte de nombreuses informations, pour préciser le rôle du système

circulatoire dan s le transport global de l'oxygène.

Cette approche globale ne tient pas compte des mécanismes de diffusion liés à la

libération de l'oxygène dans les capillaires.

L' oxygénation des tiss us est conditionnée par l' écoulement des hématies dans les

capilla ires. La vélocité des globules rouges dans les vaisseaux est fonction du diamètre de ceux

ci (artériole, capillaire, veinule, Tateishi et al, 1991). Les hématies devront adapter leurs form es à

ces derniers et don c posséder une propriété fond amentale: la déformabilité passive.



34

Les travaux de Stoltz et al (1996) ont montré que le transport global (TG) en O2 (capacité

de transport théorique) des poumons aux tissus peut être approché comme une fonction des

propri étés rhéolo giques du sang. Le concept d'hindrance vasculaire" (notée Z) est introduit et

représente l'influence de la viscosité sanguine (notée 11 ) et de la structure du "lit vasculaire" sur le

transport global. Le transport global de l'oxygène est approché en calculant le débit moyen en

hémoglobine dans les vaisseaux en supposant un comportement Newtonien du sang :

avec

c'est-à-dire

[02] la concentration en oxygène artériel par unité de volume

K.Sa02.I-I avec K constante, Sa0 2 la saturation de l'Hb (%) et H l'hématocrite.

L'équation du transport global en oxygène devient donc :

1 TG = C / Z . H / 11 1

avec C défini e comme une constante liée à la pression locale et a Sa0 2•

Dan s ce mode de détermination, le transport global est défini comme le produit d'une

constante et du rapport H /11 c'est-à-dire hémato crite/viscosité (pour une "hindrance vasculaire"

constante, sans mécanisme de compensation comme la vasodilatation), sans présager des

modi fications physico-chimiques, de l'équilibre Hb-02 et des phénomènes hémodynamiques

locaux dans la microcirculation .

La figure 5 représente le transport global du flux sanguin vers les tissus au niveau des

artérioles en fonction des propriétés rhéologiques (effet Fahraeus qui baisse l'hématocrite et effet

Fahraeus-Lindqvist qui baisse la viscosité sanguine).
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Figure 5 : Représentation de la circulation du sang au niveau de l'artériole et de la veinule et du
phénomène d'ano stomose. Les chiffres renvoi ent aux références suivantes : 1 : Holland et al, . 2 :
Huxl ey et Kutchai, 1983. 3 : Zhang et al, .4: Ellis et al, 1990. 5 : Swain et Pittman, 1989 . 6 :
Kuo et Pittman, 1988. 7 : Ellsworth, 1990.

a) Pression partielle en O2 du sang artériel (paOJ

Chez un adulte en bonn e santé, au niveau de la mer (pression barométrique, 760 mm Hg),

la valeur normale de la pression partielle en O2 du sang artériel est habituellement de 97 mm Hg.

Au-dessus de 80 mm Hg, les variations de Pa02 n'ont que très rarement une incidence

thérapeutique, les variations de la saturation (Sa02) étant alors minimes. A cette altitude,

l'hypoxémi e est ainsi définie comme une Pa02 inférieure à 80 mm Hg chez un adulte respi rant

de l'air ambiant. Le tableau 2 indique les valeurs de Pa02 acceptables pour certaines classes

d'âge de la population.

b) Rapport entre la concentration en O2 de l'air inspiré (F1021et la Pa02

Le tabl eau 3 ci-après illustre la relation entre la teneur en O2 de l' air inspiré et la pression

partielle en oxygène du sang artériel (Pa02) . Une hypoxémie est prévisible lorsqu 'un pati ent

respire de l' air ambiant si la Pa0 2 est inférieure à 0,5 x FI0 2•
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Adulte et enfant:

Valeur normale 97 mm Hg

Valeur acceptable >80 mm Hg

Hypoxémie <80 mm Hg

Nouveau-né:

Intervalle de valeurs acceptables 40-70 mm Hg

Personnes âgées:

Valeurs acceptables

60 ans > 80 mm Hg

70 ans > 70 mm Hg

80 ans > 60 mm Hg

90 ans >50 mm Hg

Tableau 2 : Valeurs de Pa02 acceptables, au niveau de la mer, en respirant l' air ambiant (21 %
d'02)' D'après Mart in, 1992.

FI02 (%) Pa02 minimale prévue (mm Hg)

30 150

40 200

50 250

80 400

100 500

Tableau 3 : Valeur de la pression partie lle artérie lle en oxygène (Pa0 2) en fonction du taux en O2
de l'air insp iré chez un homme normal. D' après Martin, 1992.
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1.1 .2.3) Libération de l'oxygène

La courbe de dissociation (ou déoxygénation) de l' Hb oxygénée est sigmoïde et autorise

ainsi une libération d'02 aux pressions physiologiques moyennes, et une extraction d'02

suppléme ntaire dans les tissus fonctionnels en basse pression d '02' comme les muscles en

activité. La mesure des variations dans le déplacement des courbes de dissociation a abouti au

développement de la notion de Pso• La Pso caractérise l' affinité de l'Hb pour 1'02, elle est définie

à partir de l'OEC ou de l'OED pour laquelle 50 % de l'Hb se trouve saturée, ceci dans des

conditions bien précises: température 37 "C, PC02 40 mm Hg et pH 7,4 La valeur de Pso

normale est d 'environ 27 mm Hg chez l'adulte. Une diminution de Pso correspond à une

augmentation de l'affinité de l'Hb pour 1'02(Martin, 1992) .

La courbe de dissociation de l'Hb oxygénée est affectée par le degré de saturation en Hb :

164 mM·I
S· I à 0 % de saturation initiale, 300 ; à 50 % et 1500 à 95 % (Staub et al, 1961).

Deux effets influent principalement sur l' allure de la représentation de Barcroft, courbe

en S (sigmoïde) représentative de l'affinité de l'hémoglobine pour l' oxygène (dissociation de

l'Hb02)

• l' effet Haldane qui traduit la dépendance du transport du CO2selon la concentration en

oxygène ([02]), Le sang fixe d 'autant plus de CO2 que la pression partielle en O2 est

faibl e, phénomène facilité par la fixation du CO2au niv eau cellulaire.

• l'effet Bohr qui indique une dépendance de la courbe de dissociation de

l'oxyhémoglobine (ODC) selon la concentration en CO2 et le pH. Ces deux facteurs

sont modélisables pour calculer les diffusions simultanées dans les globules rouges de

1'02, du CO2et de HC03' (Mo chizuki 1990) .

La dynamique de libération de l'oxygène des globules rouges des capillaires aux tissus est un des

phénomènes les plus importants. Les principaux paramètres sont:

• le flux sanguin des tissus (vitesses local es),

• le contenu en oxygène du sang,

• la densité des capillaires.
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a) Diminution de l'affinité de l'Hémoglobine pour pour l'oxygène

On parle d 'un déplacement de la courbe de dissociation de l'Hb vers la droite. Autre me nt

dit , pour une P02 donnée, on obse rve une diminution de la quantité d'Hb02 par rapport à l ' état

normal. La capacité de transport de 1'02 par le sang est diminuée parce que le contenu en O2

diminue. Un déplacement vers la droi te favorise donc le passage de 1'02 du sang vers les tissu s

au niveau des capilla ires périphériques. Cepend ant si le déplacement vers la droite est très

important, le contenu en O2 diminue presqu e toujours, quelle que soit la P02, ce qui limite

notablement la quantité d'02 disponible pour les tissu s, bien que celui-c i soit très facil ement

libéré par l'Hb.

b) Augmentation de l'affinité de l'Hémoglobine pour l'oxygène

Elle est le plu s souve nt considérée comme un déplacement de la courbe de dissociation

vers la gauche . Ains i, pour une P02 donnée, la satura tion est élevée. Les possibilités de tran sport

de 1'02 sont acc rues pui squ e la quantité d 'Hb02 augm ente. Les conséquences d 'une

augm entation de l'affinité de l'Hb sur l'oxygénation des tissus sont très importantes. Plu s

l' affinité de l'Hb pour 1'02 est grande, moins importante sera la quantité d'02 délivrée aux tissus

pour une pression partielle en O2artériel donnée.

c) Intérêt clinique de la Pa02

Certains facteurs phys iolog iques, tels que la concentration en ions hydrogène (H+), la

PC02, la température, modifient l'affinité de l'Hb pour 1'02, Une augmentation de l'un de ces

facteurs dépl ace la courbe de dissoci ation vers la droite et inversement pour une diminution de

ces facteurs. Normalement l'intervention de ces facteurs est favorable à l'organi sme. Par

exemple, le métabol isme tissulaire produit des ions H+ et du CO2, lesqu els vont discrètement

déplacer la courbe de dissociation vers la droit e, déterminant une légère diminution de l' affinité

de l'Hb po ur 1'02, Ceci va permettre le transfert d 'une quantité plus importante d '02 au niveau

tissulaire. Cependant en pathologie, ces relations peuvent être défavorables à l'organisme. Par

exemple, un déplacem ent important et souda in de la courbe de dissociation à droite diminue la

quantité d '02 artériel disponible au niveau tissulaire. Donc une acidémie soudaine et importante,

jointe ou non à une hypercapnie, qui détermine une diminution du contenu artériel en O2 et par

voi e de conséquence diminue la quantité d'02 disponible pour les tissus. L 'intérêt clinique de la
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mesure de P50 n' est actuellement pas certain et certains auteurs doutent de son util ité (Martin L,

1992).

Une concentrati on élevée en 2,3-DPG abaisse l'affinité de l'hémoglobine pour l'oxygène

et autorise ainsi sa libération au niveau des tissus. La réduction artificielle de l'affinité de Hb-02

permet d'augmenter la P02 tissulaire grâce à des inhibitions allostériques (Khandelwal et al,

1993). D'autres facteurs influent sur l'affinité comme l'hyperchylomicronémie (hyperlipid émie)

qui augmente l'affinit é de l'Hb pour 1'02 en annulant lentement le gradient de H+ à travers la

membrane du globule rouge par phosphorylation oxydative (Poss et al, 1990).

1.1.2.4) Diffusion de l'oxygène dans les tissus

a) Diffusion facilitée en présence de mvoglobine

Une diffusion facilitée de l'oxygène par la myoglobine a été décrite (Jürgens et al, 1990).

La figure 6 montre le gradient d'oxygène permettant sa diffusion (passive et facilitée) jusqu'au x

tissus. Une interconnectivit é du réseau circulatoire permet une oxygénation unifo rme des tissus

(Figure 7).

TISSU
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passive

CAPILLAIRE + c s
0 0
e
f u
f d b
i e

pression c

Diffusion arterlole .velnule
part ielle i

(5,6,7)
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n é

ARTERIOLE
++ gr adient

de [02]
VEINUL E
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Figure 6: Interconnectivité du réseau circulatoire, les chiffres renvoient aux références suivantes:
1; Klug et al, 1956. 2 ; Wittenberg, 1970. 3 : Scholander et al, .4: Krogh et al, .5: Swain et
Pittman, 1989 . 6: Kuo et al, 1988.7: Wieringa et al, 1993.8: Ellsworth, 1990.9 : Popel, 1989.
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Figure 7: Libération de l'oxygène des érythrocytes et transfert jusqu'aux zones tissulaires, Les
chiffres renvoient aux références suivantes : 1 : Krogh et al. 2 : Piiper J, 1992. 3 : Weiner et al,
1992. 4 : Khandelwal et al, 1993. 5 : MoIl et al, 1968. 6 : Jurgens et al, 1990. 7 : Popel et al,
1989. 8 : Hoofd et al, 1990. 9 : Desjardins et al, 1990. 10 : Swain et al, 1989. Il : Kuo et al,
1988. 12 : EIIsworth et al, 1990.

b) Evaluation de l'état d'oxygénation tissulaire

L'évaluat ion de l'hypoxémie est une étape essentieIle dans le cadre de l' évaluation du

patient comme eIle l' est pour la mise en oeuvre du traitement. II est essentiel d 'évaluer le degré

d'oxygénation tissulaire et cette éva luation ne saura it être séparée de ceIle de l'hypoxémie. Pour

estimer l' état d 'oxygénation tissulaire, en absence d'appareillages dévolus à cette mesure, il est

nécessaire d'évaluer l' état cardiaque, l' état de la perfusion périphérique et les mécanismes mis en

jeu pour le transport de 1'02dans le sang.

L'évaluat ion du débit cardiaque et de l' état de la perfusion capillaire repose sur l' examen

clinique, s'appuyant habitueIlement sur des signes vitaux et un examen phys ique. La pression

artér ieIle, le pouls, la fréquence cardiaque, l'ECG, l' état de la peau et sa coloration, le

remp lissage capi Ilaire, l' examen des organes des sens, l'équilibre électrolytique et la diurèse en

const ituent que lques éléments clés. Si le débit cardiaque et la perfusion capillaire sont corrects,

seuls les mécanismes de transport de 1'02 au niveau du sang peuvent être responsables de

troubles de l' oxygénation tissulaire. Ces mécanismes reposent sur 3 éléments:
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b1) La pression partielle artérielle en 0 ]

Elle est responsable du gradient d '02 entre les tissus et le sang des capillaires

périphériques. Ce gradient est un facteur déterminant de la vitesse et de la durée de passage de

1'02 du sang vers les tissus. Une hypoxémie indique que l'élément sanguin du gradient de

pression de 1'02 est inférieure à la normale. L 'hypoxie tissulaire est alors probable. Pour éviter

cette hypoxie (en présence d 'une hypoxémie), le système cardiovasculaire doit alors augmenter

la perfusion tissulaire ou bien le taux d'Hb (polycythémie). Le phénomène de transport global

des hématies ainsi que la rhéologie prennent alors une importance considérable.

b2) Le contenu en 0 ] du sang

Le contenu du sang en O2détermine la quantité d'02susceptible de quitter le sang lor sque

la Pa02 diminue. Il constitue donc un facteur important pour déterminer combien d'02 peut

quitter le san g avant que le gradient de pression ne devienn e insuffi sant pour assurer les échange s

entre le sang et les tissus. Au fur et à mesure que le contenu du sang en O2 diminue, la quantité

d '02sus ceptible de quitter le sang, pour une baisse donnée de la Pa02, diminue également. Avec

l'augm entation du débit cardiaque, la diminution du contenu du sang en O2peut être responsable

d 'un défaut d 'approvisionnement tissulaire en 0 2' Les facteurs dont dépend le contenu sanguin .

en O2sont :

* L 'hyp oxémie, qui détermine une diminution de la saturation en oxygène (Sa02) et donc

du contenu en 0 2'

* L'hypercapnie, l' acidémie et l'hyperthermie, responsabl es d'un déplacement vers la

droite de la courbe de dissoci ation de l'Hb ; l'Hb présente alors une moindre saturation en

°2'
* L' association de l' hypox émie et de Yacidémie, peut abaisser le contenu en O2 sanguin à

un niveau critique. L'hypo xie tissulaire doit être considérée comme présente chaque fois

que sont associées hypo xémie et acidémie.

* L ' anémi e diminue évidemment le contenu du sang en O2 puisque la quantité d'Hb

contenu e dans 100 mL de sang diminue. D'autres facteurs peuvent fair e baisser le

contenu en O2 du sang ; parmi ceux-ci nous trouvons la méthémo globinémie et

l' into xication par le monoxyde de carbone.
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b3) L'affinité de l'hémoglobine pour 1'0]

Différents facteurs interviennent sur les forces de cohésion entre Hb et 1'02, Ceci est important,

car pour un gradi ent donné d'02' plus l' affinité de l'Hb pour 1' 0 2est importante, plus la quantité

d'02transférée au niveau tissulaire sera limitée.

* L'a lealémie et l'hyperthermie augmentent l'affinité de l'Hb pour 1'02' Ce déplacement

de la courbe de dissociation à gauche peut être très important sur le plan clinique lorsque

l'alcalose coexist e avec une hypoxémie ou une diminution du contenu en 0 2'

* Une diminution de P50 signifie que, pour un pH de 7,4, 50 % de l'Hb sera saturée pour

une valeur de Pa02inférieure à 27 mm Hg ; l' affinité pour 1'0 2est donc augmentée.

1.1.2.5) Les types d'échange de l'oxygène au niveau cellulaire

Deux grands types de mécanismes physiques président aux échanges à travers les membranes

biolo giqu es en général, et la paroi capillaire en particuli er.

a) La diffusion

Un mouvement moléculaire aléatoire entraîne la migration des molécules de gaz des

zones de haute pression vers celles de basse pression . Ce mouvement passif des mol écules

gazeuses s'appelle la diffusion. Ce phénomène dépend de l' aptitude des molécules gazeuses à

traverser la membrane des cellules et donc des caractéristiques propres de cette membrane. Cette

diffusion à travers une membrane semi-perméable est la conséquence d'un gradient de pression ;

c' est-à-dire que la pression d'un côté de la membrane doit être supéri eure à celle existant de

l'autre côté. Plus grande sera cette diffé rence, plus rapide sera le transfert des molécules à travers

la membrane. La diffusion s'arrête quand les pressions partielles sont égales de part et d 'autre de

la membrane, situation défini e comme un état d' équilibre dynamique

La diffu sion est régie par le gradient de concentration du soluté entre les deux

compartiments que sépare la membrane. Ce gradient tend à se réduire, comme prévu par la loi de

Fick.

Dans le capillaire les phénomènes de diffusion prédominent pour les gaz qui diffusent à

peu près librement.
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b) La convection

La convection correspond au transport de solutés dissous dans l'eau qui traversent la

paroi capillai re et dépend donc à la fois du volume de l' eau transporté et de la sélectivité de la

membrane pour le soluté.

Nombre de Peclet : il précise l'importance relative des phénomènes de convection et de diffusion .

On peut ainsi définir un nombre Pe axial et un nombre Pe radial selon :

Pe = a2
; t . D

avec : a la distance,

t le temps de transit,

D le coefficient de diffusion.

Pour une molécule, quand le nombre Pe est petit (pour un D élevé) les échanges sont

limités par la convection '"diffusion flow limited"). Inversement quand le nombre Pe est élevé

(pour un D faible), les échanges sont limités par la diffusion ("diffusion limited") (Rusch et al,

1983).

Nombre de Sherwood : ce nomb re précise l'importance respective de la diffusion et des réactions.

Quand le nombre de Sherwood est petit, les échanges sont limités par la perméabilit é et on peut

considérer que la diffusion radiale est infiniment rapide.

c) Description de modèles de diffusion de l'oxygène

De nombreux modèles furent développés et visaient à expliciter certains mécanismes

diffusionnels de l'oxygène à partir des mesures des valeurs de coefficient de diffusion de

l'oxygène. Une étude bibliographiqu e complète des modèles touchant à la diffusion de l'oxygène

aux tissus a été réalisée par Popel (1989). Nous nous limiterons à citer les plus importants d'entre

eux:

- Transfert de 1'02 et du CO2 du sang au poumon. Un modèle mathématique a été construit avec

trois équations concernant 1'02, le CO2 et l'HC03' , en tenant compte des effets de Bohr et de

Haldane. (Mochizuki , 1990).
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- Etude théorique de l'influence de la diffusion et la cinétique de libération de l'oxygène aux

mili eux env ironnants (Nicol son , 1950).

- Libération de l'oxygène par une couche de globules rou ges : il s'agit d'une approche

mathématique qui tient compte de la diffusion de l'oxy gène dans une suspension de globules

rou ges (et d'hémoglobine libre) dont l'épaisseur augmente avec le temps (Coin et OIson, 1979).

- Rôle de l'hémoglobine et la myo globine dans le transport facilité de l'oxygène aux tissus

(Salathe et Xu, 1991) .

- Perm éabilité d'un e monocouche de cellules endothéliales à l'oxygène. Les résultats des valeurs

de P02 obt enus à l'aide d'un e électrode à oxygène sont intégrés pour construire un modèle de

comparaison entre la diffusion dans l'endothélium et les tissus (Liu et al, 1994).

- Apport de l'oxygène des artér ioles aux capillaires: cette approche invalide le mod èle simpliste

de diffusion de Kro gh (1919) en établissant un apport important lié à la convection et la diffusion

de l'oxygène de vaisseaux à proximité d'un réseau de capillaires (Ellsworth et Pittman, 1990).

- Diffusion de l'oxygène dan s la microcirculation du myocarde. Il s'agit d'une approche complète

en trois dimension s dans un réseau de capillaires incluant la diffusion libre de l'oxygène

(Wieringa et al, 1993).

d), Exemple de paramètres affectant la diffusion de l'oxygène dans la membrane

érythrocytaire

Le coeffici ent de di ffusion de l'oxygène qUI reflète le phénomène de diffusion de

l'oxygène est affecté par certains facteurs. Ceux-ci sont intrinsèques ou con stitutifs à la

membrane (composition, déformation pathologique) ou extrinsèques à celle -ci (solvants,

appareill age) . Ceux-c i sont indiqués sur la figure 8. Le coefficient de partition de l'oxygène

représente un paramètre des plus importants et dépend en grande partie de la solubilité de

l'oxygène dans les compartiments membranaires.
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Coefficient de partition d'ü2 dans la membrane (8)

Composition moléculaire de la membrane
el déformabilité . (1,2,3).

cont rainte Mouvement de rotation dans la
A-----,~--~ membrane durant la déformation

(Tank Tread-lik e movmenl , 4)

- - Solvants à la surface (5,5)
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Figure 8 : Exe mp le des paramètres liés à la membrane érythrocytaire ayant une influence sur le
phénomène de diffusion de l'oxygène. Références: 1: Klug et al, 1956. 2: Wittenberg et al, 1970.
3: Scholander et al, ., 4: Krogh et al . 5: Swa in et al, 1989 .6: Kuo et al, 1988. 7: Wieringa et al,
1993, 8: Ellsworth et al, 1990. 9: Popel et al, 1989.

1.1.2.6) Mécanismes de compensation de l'hypoxémie

Lors que les corps neuroépithéliaux détectent une diminution de la pression partielle

art érielle en oxygène, un phénomène d'adaptatio n entre en jeu.

a) Les chémorécepteurs (coros neuroépithéliaux)

Au niveau pulmonaire, les corps neuroépithéliaux sont composés d'amas innervés et sont

distribués le long de la muqueuse resp iratoire chez l'homme. Ils ont un rôle de prise

d'inform ation de l'hypo xie, par un mécanisme sensible à 1'02en présence de canaux K+ sensibles

à 1'02 couplés à des pro téines (b-cytochrome NADP H oxydase, (Youngson et al, 1993). Les

chémorécepteurs périphériques sont de petits amas d' un tissu proche du tissu nerveux, situé au

niveau de la crosse aortique et de la bifurcation des artères carotides primi tives. Ce sont les

corp uscules carotidiens et aortiques . Cette masse limitée de tissu présente un métaboli sme

exceptionnellement élevé , associé à une vasc ularisation très importante ; ce tiss u est donc très

sensible à la moi ndre diminut ion de l' apport d '02' Une étude chez le rat a montré la relation

entre la P02 microvasculaire et le métabolisme de 1'02 dans le corps caro tidien (Rumsey et al,
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1991). Lorsque, pour une raison quelconque (diminution du contenu artériel en 0 2' diminution de

la Pa02 ou diminution du débit sanguin) la P02 diminue à leur niveau, des signaux efférents

(moteurs) sont émis en direction de l'appareil pulmonaire en vue d'augmenter la ventilation. Le

but est d 'augmenter en cascade la P02 alvéolaire, puis la Pa02 puis la PA0 2 pour satisfaire ces

chémorécepteurs . Leur action sur le système cardio-vasculaire vise également à augmenter le

débit cardiaque en réponse à une diminution de l' apport en 0 2' L ' augmentation du débit

cardiaque constitue l'un des principaux mécanismes de compensation de l'hypox émie. Si le débit

cardiaque augmente, la quantité d'02prélevé sur chaque volume de sang diminue. Il s'ensuit une

augmentation de la P02et de la quantité d'Hb02du sang veineux.

Il est donc nécessaire de connaître les manifestations cliniques témoi gnant de

l'intervention des mécanismes compensateurs cardiaques et pulmonaires de l'hypoxémie.

b) Développement d'une circulation collatérale en cas d'ischémie

Dans une situation d'ischémie sévère, l'un des moyens d'adaptation de l'organisme est le

développement d'une circulation collatéra le de suppléance. Au niveau du myocarde par exemple,

le développement d'une telle circulation peut minimiser les conséquenses d'une occlusion d'un

gros tronc. Dans certains cas, on observe même une "revascularisation" complète du territoire qui

dépend du ou des vaisseaux occlus. Cependant, cette circulation est le plus souvent

insuffisamment développée pour assurer une vascularisation satisfaisante du tissu à risque (Van

Belle,1997).

L'administrat ion de facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) ou son expression locale

sont associés à une augmentation de la circulation collatérale liée à l'ischémie aussi bien dans le

myocarde que dans les tissus périphériques (Bauters et al, 1995 ; Takeshita et al, 1994).
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1.1.3) Etat des connaissances et problématique posée

D'un bout à l'aut re du système d'échange et de transport de l'oxygène, l'évalu ation d'un

état d'h ypoxie ou d'hyperoxie n'est pas chose aisée. Ainsi, au niveau du transfert alvéolo

capillaire, la diffusion de 1'02est, en théorie, un param ètre mesurable et quantifi able à partir des

équations des gaz alvéolaires (Yamaguchi et al, 1991) . A l'oppo sé, après libération de l'oxygène,

l' évaluation de l' état d 'oxygénation tissulaire n' est pas simple. Il s'agit à ce jour d'une

évaluation clinique à laquelle une interprétation correcte de la mesure des gaz du sang peut

apporter une aide significative . Les outils dont dispos ent les cliniciens pour le calcul de la

différence artério lo-artérielle ne sont pas applicables au calcul du processus de transfert de 1'02

des globules rouges aux tissus. De même, l'évaluation de la dens ité cap illa ire ains i que du

nomb re de vaisseaux collatéraux qui représentent de bon s indicateurs de la vasc ularisation d'un

tissu, n'est pas aisée en pratique clinique.

Certaines méthodes ont été développées, en vue d'estimer l'ampleur des dégats causés par

l'hypoxie, mais de manière indirecte. Par exemple, des marqueurs de stress ont ains i permi s

d'apprécier les dommages subi s par le système vascul aire lors de l'hypoxie. De même, des

protéines associées à l'hypoxie de cellules endothéliales ont été décrites chez le bovin (Graven et

al, 1993) comme des pro téines de stress. Dans le même esprit, le taux de thrombomoduline

sérique a été corrélé avec la TcP02(Seigneur et al, 1993).

Ces approches qui visent à quantifier les signes extérieurs d'hypo xie ne renseignent pas

sur le phénomène de diffusion de l'oxygène, à l'origine des états hypoxiques. Le contenu du sang

en O2 se détermine globalement par la mesure de la P02, mais une approche plus fine concernant

le gradient d'02 serait plus satisfaisante pour apprécier une éventuelle résistance local e au

transfert diffusif de l'oxygène. Par quels moyens pourrait-on apprécier une résistance à la

diffusion passive de l'oxygène au niveau des divers compart iments traversés ?

Dans le cas des membranes biologiques, la diffusion de l'oxygène est directement

dépendante de son gradient de concentration. Or, la bicouche membranaire renferm e des

compartiments dans lesquels la solubilité de l'oxygène varie. En tenant compte du coefficient de

part ition de l' oxygène dans la membrane, la détermination du coefficient de diffusion, intégrant

la viscos ité membranaire, repose désormais sur des valeurs dédui tes et non plu s calculées. Ce

paramètre perm et d 'apprécier la résistance à la diffusion de l'oxygène, dans la membrane.
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Les divers compartiments trave rsés sont suscep tibles de présenter une résistance à la

diffusion passive de l'o xygène. Cette étape cruciale dans la distribution de 1'02 des érythrocytes

aux tissus souffre de l' absence de moyens d'investigation .

Nous nous proposons de contribuer à une meilleure connaissance des process us de

diffusion de 1'02 en construisant certains outils spécifiques de 1'02 dans les milieux biologiques.

Les mesures d'o xygène par ces capteurs devront permettre de déterminer la capacité de

résistance à la diffusion passive de l'o xygène de chaque compartiment trave rsé par l' oxygène

entre sa libération dans la lumière du capillaire et son apport au niveau des tissus.

Les enjeux sont importants puisqu' il n' existe aucune instrumentation destinée à ce type

d'analyse en laboratoire sur le marché. D'autre part, le système développé pourrait servir de banc

d' essai pour l' étud e de certains produits médicamenteux et de leurs effets sur la perméabilité à

l' oxygène des parois vasculaires.



Choix de la méthode de dosage
de l'oxygène moléculaire
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1.2) Choix de la méthod e de dosage de l'oxygène moléculaire

Nos connaissances des mécanismes de libération et de régulation de l'oxygène sont

limitées par certaines incertitudes liées d'une part à la dépendance de la concentration en

oxygène intra-cellulaire (ainsi que la pression partielle en oxygène) et d'autre pmi au

métabolisme cellulaire qui l'utilise. Diverses méthodes ont été proposées pour tenter de mesurer

ces paramètres, c' est-à-dire de quantifier l'oxygène.

Les techniques de quantification sont fortement liées à la nature même de la molécule à

doser et à ses caractéristiques physico-chimiques. Or l'oxygène présente certaines particularités

physico-chimiques. En effet, l'oxygène atmosphérique à l'état basal est un biradical car il

possède sur son orbitale électronique deux électrons, qui sont tous deux célibataires. Il est ainsi à

l'état triplet car ces deux électrons célibataires ont des spins parallèles c'est-à-dire tournent sur

eux-mêmes, dans le même sens et créent un champ magnétique. Cet état triplet confère à

l'oxygène des caractéristiques physico-chimiques qui l'empêchent de réagir de manière

covalente avec une autre molécule. Cette non-réactivité importante de l'oxygène atmosphérique

en vue de la formation d'une liaison stable (covalente) constitue une inadéquation majeure avec

les techniques de détection et de dosage par voies directes. C'est une des raisons pour laquelle les

méthodes d'investigation de quantification de l'oxygène moléculaire nécessitent la détection de

produits secondaires, souvent les résultats d'une réaction d'oxydo-réduction.

Parmi les techniques de dosage de l'oxygène moléculaire couramment mises en œuvre,

certaines possèdent des avantages et des inconvénients qui limitent leur utilisation , en particulier

sur des échantillons biologiques.

Citons de manière non exhaustive quelques techniques de mise en œuvre courante:

• La polarographie (électrode à oxygène).

• L'o xymétrie (l 'o xymétrie de pouls et la spectrophotométrie).

• La RPE (la résonance paramagnétique électronique).

• La luminescence (la bioluminescence, la fluorescence ou la phosphorescence).

• Méthodes Infra-Rouge (IR).
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Notre objectif lié à la quantification de l'oxygène moléculaire dans les milieux

biologiques nécessite au préalable de choisir une technique d'investigation. En étroite relation

avec la technique de dosage, le développement d 'un capteur d'oxygène doit permettre de réaliser

des mesures fiabl es aussi bien dans le temps que dans l' espace.

Dans un premi er temps, nous nous sommes attachés à définir un cahier des charges précis

comportant les exigences parti culières liées à nos travaux (matériel biologiqu e, temp s de réponse,

sensibilité, cinétique, etc.). Dans un second temps, nous avons abordé chaque technique de

dosage d'oxygène mol éculaire (polarographie, oxymétrie, RPE, luminescence, IR) ainsi que la

signification scientifique et la pertinence des valeurs mesurées. Au regard des performances et

particularités de chaque technique, nous avons ensuite sélectionné une technique comme le

moyen d'investi gation le plus en adéquation avec l' exigence de notre cahier des charges . La

souplesse de la technique qui sera mise en œuvre devra également permettre le développement et

l'utilisation de divers capteurs adapt és aux mili eux biolo giques.

1.2.1) Cahier des charges des contraintes expérimentales

L'établi ssement de ce cahier des charges a nécessité de prendre en compte l' ensembl e des

exigences expérimentales et critères sous-jacents, dont les importances relatives sont difficiles à

évaluer sans expériences préliminaires. Il ne nous était pas possible d'évaluer chaque technique

après test, étant donné l'investissement financier très lourd et le temp s que cette appro che aurait

nécessitée.

Nous nous sommes par cons équent particulièrement attachés à définir une technique avec

laquelle les valeurs mesurées reflètent au mieux l'incidence du taux d'oxygène par une méthode

la plus directe. D'autre part , nous avons dû présager d'un ensemble de contraintes expérimentales

qui contourneront au mieux les difficultés opératoires éventuellement rencontrées.

Ces contraintes sont classées dans un ordre de priorité décroissant :

• Mesure du taux d'oxygène par le moyen le plus direct.

• Technique ne consommant pas d'oxygène pour la mesure.

• Spéc ific ité de la varia tion du signal mesuré selon le taux d'oxygène dissous.
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• Méthode non invasive.

• Unité des résultats exp érimentaux représentative de la réaction mise en jeu pour la mesure.

• Pris e en compte des molécul es d'oxygène libres dans le dosage.

• Sensibilité importante du capteur et linéarité de la réponse selon le taux d'oxygène.

• Résolution importante (miniaturisation du capteur).

• Couverture géographique du capteur suffisante pour que la mesure soit moyennée tout en

restant locale.

• Temps de réponse de la technique le plus court possible.

• Uti lisation de matrices et de capteurs d'oxygène réversibles et réut ilisab les.

• Rapidité et simplicit é de mise en œuvre.

• Répétabilité intra-exp ériences et inter-expériences sati sfaisantes (simplification du mod e

opératoire pour limiter les dérives expérimentales).

• Application à une grande vari été de matériel biologique (san g total , pla sma, cellules

sanguines, tissus, etc.).

1.2.2) Méthodes d'investigation: méthodologies

Quelques techniques de quantification directes ou indirectes de l'oxygène moléculaire

sont développées ci-dessou s, afin d 'en préciser les principes, les avantages et les inconvénients

liés à leur utilisation dans les milieux biologiques et plus particulièrement au mveau

membranaire. La méthode respectera les priorités citées dan s le cahi er des charges.

1.2.2.1) La polarographie

a) Principe

Il s 'agit d'une méthode de détermination de la quantité d'oxygène dans des solutions

d' électrolytes par des microélectrodes. L ' oxymètre et les électrodes correspondantes

fonct ionnent selon le principe de Clark, avec de nos jours , une cathode en platine et une anode en

argent. La tension de polarisation (de l'ordre de 800 mV) fait que 1'02 existant est réduit en ions

OR à la cathode. Le courant résultant de cette transformation est proportionnel à la concentration

en O2 dans la solution à mesurer. Le courant amp lifié est corrigé selon des paramètres ambiants

(temp érature, pression atmo sphérique ambiante, vapeur d'eau saturante...).
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A la surface de la cathode dans une solution alcaline:

O2 + 2 H20 + 2 e-~ H20 2 + 2 OH"

H20 2 + 2 e' ~ 2 OH -

O2 + 2 H20 + 4 e-~ 4 OH

A l'anode (électrode d'argent)

4 Ag + 4 OH" + 4 e-~ 2 Ag20 + 2 H20

b) Applications

• Détermination de la pression partielle en oxygène dans le sang total (Milligan et al, 1987).

• Transport d' oxygè ne par une suspension de globules rouges (Stein et al, 1971).

• Détermination de la pression partielle en oxygène dans les tissus (Groebe et al, 1992).

• Détermination de la press ion partielle en oxygène dans le plasma et dans une suspension de

globules rouges (Goldstick et Tucker, 1992).

c) Avantages

• L' utilisation de microélectrodes (Sum, Buerk et al, 1993 ; 250 um, Tomita et al, 1990) permet

à cette technique d'être adaptée pour des mesures géographiquement très localisées dans

l' espace et propre à un micro-environnement. La mesure en ce point est très ponctuelle et sous

certa ines conditions expérimentales (sans dépôt sur les électrodes) présente une bonne

reproductibilité. Elle n'est envisageable qu'à l'échelle tissulaire et ne convient pas pour les

mesures dans des membranes cellulaires.

d) Inconvénients

• La miniaturisat ion des électrodes est difficile et conditionne la résolution de la mesure

(Suzuki, 1993).

• Il s'agit d'une teclmique invasive avec une destruction partielle de l' échantillon et une

compress ion au point de mesure. Une instrumentation spécifique a été développée pour des

mesures de P02 dans le cerveau en minimi sant la surface de pression (MUlT et al, 1994).

• La mesure s'opère plutôt à l' échelle locale et spatiale et non globale par rapport à la zone de

l' échantillon mesurée. Ainsi, un enregistrement de la variation de potentiel reflètera un micro-
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environnement et devra être renou velée maintes fois en différents endroits pour suivre un

gradient tangenti el.

• Les électrodes consomment une certaine quantité d'oxygène pour effectuer une mesure, ce qui

altère les résul tats avec le temps.

• L ' étalonnage des électrodes se révèle délicat puisque avec une pression parti elle en oxygène

relative , la concentration en élec trolytes varie (Robinson et Cooper , 1970).

• Les élect rodes peuvent réagir à d ' autres molécules car la spécificité n ' est pas absolue pour

l' oxygène.

• Il ex iste une interférence entre le signal de mesure et le potenti el membranaire.

• Une interférence directe avec l'oxygène du mélan ge gazeux (lors du bull age) nécessite un

mode opératoire très préc is et la certi tude de hl bonne localisation de la sonde.

• L'élec trode réag it à tous les corps ayant diffusé à travers la membrane et aya nt un potentiel de

réduction similaire à celui de l'oxygène (800 mV) comme CO2, C12, S0 2et H2S.

• Les élect rodes se dégradant physiqu ement avec le temps et selon la composition des milieux

biolog iques (dépôts sur les électrodes qui ont séjourné dans les milieux de culture ou le sang) ,

la reproductibilité des expériences n'est plus constante aux faibl es concentrations en oxygène.

• Des interférences électriques extér ieures ont été rapp ortées en particul ier lors d'irradiation

dans l'ultraviol et sur une microélectrode métallique.

• Lorsque la concentration en oxygène totale varie (augmentation de la concentration en

oxy hémoglobine par exemple), cette technique indique une pression partielle constante car

elle ne mesure que les molécules d'oxygène libre qui réag issent avec l' électrode de manière

très localisée.

e) Valeurs liées

• P02: Pour les échantillons biologiques, l' activi té de l'oxygène est exprimée par le P(02)' la

pression partielle dans la phase gazeuse qui est en équilibre avec la phase gazeuse. La P(02)

s' obtient en multipliant la concentrat ion en oxygène ([02]) par sa pression totale en tenant

compte du coefficient de so lubilité (dit de Bunsen) de l'oxygène dans le mili eu .

• Potentiel d'oxydoréduction.

• [0 2] en unités de mL d'02par dL (100 mL).
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Malgré la miniaturisation possible ju squ'à la taille d'une aiguille (Belcaro, 1995) voire

plus petite, cette technique consommatrice en oxygène ne présente pas une résolution suffisante

(exigée à l' échelle de la membrane cellulaire) pour satisfaire aux contraintes établies

préa lablement. En effet, les mesures localisées ne permettent pas d'obtenir une information

moyenne des distributions de concentration en oxygène mais uniquement une mesure ponctuelle

de la pression partielle en oxygène. De plus, elle nécessite l'introduction d'un mélange gazeux

avec une teneur en oxygène connue car l'étalonnage est très délicat.

1.2.2.2) L'oxymétrie

al Principe

L'oxymétrie est un terme général concernant les différentes technologies capables de

mesurer la saturation en oxygène de l'hémoglobine. La molécule d'hémoglobine se présente sous

des formes diverses, oxyhémoglobine (HbOz), hémoglobine réduite (HbR), carboxyhémoglobine

(HbCO), sulfh émog lobine (SHb), méthémoglobine (MetHb) et hémoglobine foeta le (HbF).

Chacune de ces formes présente un spectre d'absorption spécifique. On mesure la quantité de

lumière transmise et/ou absorbée par les différentes formes d'hémoglobine (Hb). Comme le

spectre d'absorption de l'hémoglobine est différent de celui de l'hémoglobine oxydée (HbOz)

dans la région UV-Visible (Van Assendelft et al, 1970), le spectre optique mesuré obtenu

expérimentalement est utilisé pour mesurer l'oxygénation (Yoshiya et al, 1983). On quantifie

ainsi de manière indirecte la concentration en oxygène par une mesure de l'absorbance qui reflète

le taux d'association dans le sang de l'oxyhémoglobine (HbOz) ou de l'oxymyoglobine (MbOz)

dans les tissus.

b) Applications

• Détermination du coefficient de transfert d'o xygène dans les globules rouges (Shibuya et al,

1988).

• Libération d'Oz (déoxygénation) des hématies dans des microvaisseaux de diamètres différents

(artério les de 30 um, capillaires de 22 um, veinules de 17 um) dans le mésentère de rat

(Tateishi et al, 1992).

• Coefficient de diffusion de la myoglobine dans les cellules du muscle squelettique (Jurgens et

al, 1990).

• Détermination du coeffic ient de transfert dans la microcirculation (Kobayashi et al, 1993).

• Détermin ation du taux d'oxygène dans les microvaisseaux (Tateishi et al, 1990).
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• Saturation d'oxygène dans les hématies de capillaires de muscle squelettique (Ellis et al,

1990).

c) Avantages

• La cinétique de formation d'Hb02 peut être suivie par des expériences de spectrophotométrie

rapide (Tateishi et al, 1992). Des capteurs très coûteux tels que des photomultiplicateurs

rapides (amplification du signal) et des caméras très sensibles permettent d'avoir accès

simultanément aux concentrations en Hb et en Hb02 dans le sang. Le coeffici ent de diffusion

de l'oxygène se détermine selon divers paramètres comme la concentration en Hb (transport

facilité de l'oxygène en présence d'Hb) ou les caractéristiques physico -chimiques des

membranes.

• Il s 'agit d'une méthode non invasive, sans incorporation de capteurs susceptibles de modifier

les propriétés de l'environnment étudié.

d) Inconvénients

• Le premi er inconvénient réside dans la nature même de la mesure qui est liée à la présence de

globine (myoglobine ou hémoglobine) dans l' échantillon. Les limitations de cette technique

sont évidentes pour des échantillons autres que sanguins ou tissulaires.

• Dans les vaisseaux, la quantit é de sang fluctue avec le cycle cardiaque et l'absorption varie

avec le temps.

• La faibl e résolution des capteurs sur le marché limit e cette technique, plus adaptée à l' échelle
. . .

macroscopique que microscoprque,

• Les effecteurs allostériqu es (pH, 2,3-DPG) qui influent de manière importante sur les courbes

de dissociation et d'association globine-oxygène sont négligées dans la mesure d'absorbance.

• La précision de la détermination de la Sa02 (saturation) diminue pour les hautes

concentrations en O2, Ainsi une erreur de 5 % est commise pour une Sa02 de 80 %, ce qui est

cliniquement inacceptable (Martin, 1992).

• La précision de la mesure d' absorbance diminue fortement avec l'augmentation de la

concentration en globules rouges, c' est-à-dire qu 'une variation d'hématocrite entraîne des

variations de transmis sion de lumière. Depuis ces observations, l'origine du comportement

non linéaire de l' absorption de la lumière par le sang total a été attribuée généra lement à la

diffu sion de la lumière sur ou à proximité des membranes des globules rouges (Barer et al,

1955). Ain si la transmi ssion de la lumière à travers une suspension de globules rouges est

influencée par troi s facteurs :
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• la diffusion de lumi ère par les globules rouges,

• l'absorption de lumi ère par l'hémoglobine,

• l'absorption non spécifique de lumi ère par le mili eu environnant.

De plus, les propriétés d ' absorption du sang total ou d'une suspension de globules rou ges

sont différentes de celles d 'une solution d'hémoglobine. De ces divers phénomènes résulte une

dérive de la loi de Beer-Lambert qui rend l'interprétation des résultats très délicate (Fin e et

Weinreb, 1993).

• La détermination de la concentration en oxygène passe par le biais d'une fixation des

mol écules d 'oxygène à la globine. La technique spec trophotométrique ne prend don c pas en

compte les molécules d 'oxygène libre. Celles-c i peuvent être en proportion importantes dans

l' échantillon et ne pas être détectées si le niveau de saturation de tous les sites capables de

fixer 1'02 est atte int (en % ou fraction). La stoechiométrie de la réaction de fixation globine

oxygène est très importante car il apparaît que pour corré ler les concentrations et pressions

partielles en oxygène, il est nécessaire que la valeur de saturation soit élevée (Sa0 2) . Cette

technique ne peut donc être utili sée pour suivre un gradient de concentration en oxygène au

sein d'un mili eu biolo gique.

e) Valeurs liées

• PaÜ2 : Pression arté rielle mes urée .

• SaÜ2 : ou saturation Hb-02 (en % ou fraction). 11 s'agit de la fract ion des sites occupée par

l' Hb capables de fixer 1'02, En connaissant la conce ntration corpusculaire moyenne en

hémoglobine (CCMH) qui représente le taux d'Hb rapport é à l'hématocrite, le transport global

de l'oxygène dans la circulation généra le peut être ainsi approché. Pittman (197 5) a établi le

% de saturation du sang total comme :

DM-B

S = m ------------ + b

D1-B

avec DMl' absorbance du sang total à la longueur d'onde

DI l' absorbance du sang total à la longueur d'onde isobestique pour l'hémo globine.

B un facte ur de correction selon les coeffic ients d' extinction molaire.
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• Sp02 : Valeur de la Sa(02) mesurée par oxymétrie de poul s.

• TcP02 : Pression d'oxygène trans-cutanée (IR). La peau semble subir les premiers désordres

trophiques d'où l'intérêt de l'oxymétrie cutanée. La TcP0 2mesure la quanti té d'oxygène qui

diffu se à travers la peau. Il apparaît alors comme une nécessité absolue de standardiser le site

d'enregistrement qui influe très nettement sur les valeurs (Anastase et al, 1996).

L'oxymétrie comporte de nomb reux aspects positifs et séduisants lors d'une utili sation à

haute résolution (voir apport de la microscopie) et en cinétique rapide, mais se montre inutile

pour des échantillons ne comportant pas de globine. En ce qui nous concerne, cette techni que ne

peut être appliquée car l'aspect quantitatif ne peut négliger de prendre en compte les mol écules

d'oxygène libres mais présentes dans l' échantillon. En effet, ni la Pa02, ni la Sa(0 2) n 'indique

com bien il y a d'02dans le sang.

D' autres techniques de spectrophotométrie sont également développées comme la

spectrophotométrie Infra-Rouge mais qui présente comme inconvénients majeurs, une

atténuation considérable du rayonnement IR lors de la pénétration dans le tissu (Bucher, 1991),

une diffusion sur les matériaux traversés et une localisation du faisceau moyen.

f) Cas de l'oxymétrie de pouls

La disponibilité de l' oxymétrie de pouls, méthode non sanglante de Sa0 2 s'est

généralisée . La valeur de la Sa0 2mesurée par ce moyen n' étant pas toujours identique à celle qui

est obtenue par co-oxymétr ie, le terme Sp0 2a été introd uit pour les différencier.

f1) Avantages

• Mesure rapide et fiable

• Méthode performante pour distinguer l'oxyhémoglobine et l'hémo globine réduite

(désoxygénée)

f2) Inconvénients

* L'oxymétrie de pouls ne permet pas de différencier la carboxyhémoglobine et

l'o xyhémo globine. La HbCO est ainsi lue par l'appareil comme de l'Hb02.

* L'oxymétrie de pouls ne permet pas de faire la différence entre la désaturation en 0 2' d'une

part, et une faible Pa02 et la méthémoglobine (MetHb) d' autre part.
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* L' oxymétr ie de pouls a tendance à donner des va leurs faus sem ent élevées lorsque la vraie Sa02

est très basse . Les valeurs basses de Sa02 « 80 %) doivent être confirmées par des mesures de

gazométrie artéri elle.

* Cet appareil ne fonctionne correctem ent que si le pouls est bien frappé et se révèle peu fiable

quand la perfusion des tissus est médiocre.

f3) Conclusion

L 'oxymétri e de pouls trouve son intérêt principal dans les cas où il s 'agit de suivre l' évolution de

SP02 (lecture en continu), notamment lorsque I'oxymétrie SP02 est employée en corrélation avec

les résultats d 'au moins une mesure direct e de Sa0 2.

1. 2.2.3) La résonance para électronique (RPE) et la spectroscopie dans le proche IR

Le phénomène de RP E a pour origine la séparation de l'état triplet en troi s états distincts

d'énergies di fférentes sous l'action d'un champ magnétique intense. On dit qu'il y a levée de

"dégénérescence" de l'état triplet. Des transitions entre ces états sont observées par absorption

d'une onde électromagnétique convenable. Les radicaux libres et certaines substances de spin non

nul présent ent une résonance en RP E, ce qui n'est pas le cas des états singulets . L'hémoglobine

dosée dans un flux à partir du principe de Fick (variation de la concentration en Hb-02) peut être

utilisée comme marqueur intravasculaire (Edwards et al, 1993).

Un e étude par spectroscopie Infra-Rouge a démontré la faisabilité d'un dosage de la

cytochrome oxydase (enzym e de la chaîne respiratoire) dont la concentration dépend

essentillement directem ent de l'hypoxie intracellulaire (Bucher, 1991).

Ces deux méthodes font app el soit à la détection des mo lécules d'hémoglobine et des

radicaux oxygénés (RPE) soit à la détection de la cytochrome oxidase. Elles ne sont donc pas

applicables avec tous les types de tissus.

1.2.2.4) La luminescence: fluorescence - phosphorescence - bioluminescence
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a) Principe

Le principe repose sur l' inhibition du signal de luminescence par l'oxygène moléculaire.

b) Applications

• Sonde optique rétinienne dans le cortex, acide pyrène butyrique (Mitni ck et Jobsis, 1976) .

• Capteur optique à l'oxygène, Ru(phen) (Rosenzweig et Kopelman, 1995).

• Sonde optique dans des mitochondri es de cœur, acide pyrène butyrique (Snow, 1976).

• Cinétiqu e de relarguage de l'acide pyrène décanoïque (Radom et al, 1987).

c) Avantages

• La fluorim étrie est une méthode non invasive pour l' échanti llon car elle repose sur la colli sion

entre les molécules d'oxygène et les sondes fluoresce ntes qui peut avoir lieu auss i bien

intrinsèquement (sondes fluorescentes localisées dans la membrane) qu 'extrinsèquement

(sondes fluorescentes localisées à l' extérieur et atteintes par les molécules d'o xygène qui

diffusent à travers l' échantillon).

• Cette technique donne accès à une mesure topographique lorsque la sonde fluorescente est

incorporée de manière homogène dans tout l' échantillon. Il s'agit donc de maîtriser

l'incorporation et éventuellement la cinétique de relarguage de la sonde fluorescente pour

assurer un signal de bonne qualité.

• Les intensités et les durées de vie des signaux de fluorescence dépendent directement du

nombre de molécules d' oxygè ne libres.

• Le temps de réponse est très rapide en comparaison avec la technique polarographique car il

s' agit d'une méthode de mesure liée uniquement à l' efficacité et à la probabilité de la collision

oxygène-sonde fluorescente.

• Les mesures de fluorescence en résolution temporelle sont insensibles aux fluorescences

intrinsèques d' autres chromophores. Ceci n' est pas vérifié pour les mesures en fluorescence

statique.

• Cette technique présente une grande spécificité pour l'o xygène moléculaire car il n'y a pas

d'interférences avec d' autres gaz du sang.

• Une détermination précise de l'intensité du signal de fluorescence permet d'approcher de

manière quantitative (après étalonnage avec des micro-billes d'intensité connue) et absolue

l' incidence de l'oxygène sur le phénomène d'inhibition de fluorescence.
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• Il s'agit d'une méthode très sensible car toute mol écule d'oxygène est supposée réagir avec les

molécul es de sondes fluorescentes (efficac ité de la réaction). La sensibilité dépend surtout de

la qualité des capteurs (photomultiplicateurs ou caméra), qu i doivent bénéficier d 'une

amplification du signal et d'un refroidissement pour abai sser le bruit de fond .

• La disponibilité de sondes fluorescentes spécifiqu es de certains compartiments cellulaires

(noyau, mi tochondrie, cytoplasme) voire membranaires (région hydrophobe ou région des

têtes polaires) donne à la fluorimétri e une souplesse importante. Tous les échantillons

biologiques dans lesquels une fluorescence intrinsèque ou extrinsèque peut être détectée sont

utilisabl es en fluorimétri e.

d) Inconvénients

• So us l' action d 'une illumination intense et selon le temp s d ' exposition à l' éclairement, une

diminution de l'intensité de fluorescence (phénomène de « fading ») surv ient suite à la

dégradation ph ysique des mol écules de sondes fluorescentes. L' incorporation de fi ltres

spéciaux dans le dispo siti f optique ou l'utili sation d'un sys tème d'illumination temporisé

(laser pul sé) limitent ce phénomène mais sans le supprimer réellem ent. Le meill eur mo yen de

s'affranchir de cette contra inte est de déterminer les valeurs des durées de vie des états excités

des sondes fluorescentes qui ne sont pas sensibles à ce phénomène.

• Pour les mesures de fluorescen ce réalisées en cuve et portant sur un échantillon dans sa

globalité, la résolution n' est pas suffisamment importante.

e) Valeurs liées

• Constante de Stern-Volmer d 'inhibition des intensités de fluorescen ce par l'oxygène

mol éculaire (Ksv) : résolution statique .

• Constante dynamique d'inhibition des durées de vie des états exc ités de fluorescence par

l' oxygène molécul aire (Kd) : résolution temporelle.

La fluorimétri e, méthode de détection directe, apporte de nombreux avantages

principalement au niveau de la spécific ité de la réaction (collision oxygène-sonde fluorescente) et

de la mesure. L 'utilisation potentielle de cette technique à de nombreux échantillons biologiques

(sang total, ce llules sanguines, plasma, cellules endo théliales, tissus, etc.) permet d'obtenir des

résultats homogènes (signal mesuré de même nature) qui pourront ultérieurement être comparés

(à la différence de la spectrophotomé trie). Si la fluorimétrie répond à de nombreuses attentes en

terme de contraintes exprimées dans le cahier des charges, la résolution des mesures effectuées
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sur des suspensions cellulaires en cuve n' est cependant pas suffisante pour valider cette

méthodologie à l' échelle memb ranai re. Auss i cette technique devra être couplée à un moyen

d'investigation de haute résolution permettant l'acquisition et les signaux de fluorescence. La

microscopie à fluorescence présente ce doubl e aspect.

1.2.2.5) La microscopie à fluorescence (cytométrie par analyse d'images)

a) Principe

La microscopi e quantitative est une association de deux techniques actuellement

connues: la micros copie et la photométrie, elle permet de quantifier les images microscopiques

et, dans certains cas , de doser diverses substances à l' échelle cellulaire et/ou subcellulaire

(Bruga l et al, 1992). Le domaine d' appli cation de la microphotométrie se subdivise

naturellement en deux voies fondamental es selon le mode d'observation microscopique

employé :

• L'observation en lumi ère transmise, pour laquelle l' échantillon étudié se caractérise par la

quantité de lumi ère qu 'il absorbe (densitométrie). L' absorption peut être simplement due à la

mati ère elle-même (microscopi e par contraste) ou à des colorants absorbant s. Ce mode est

utili sé pour les mesures de concentration d'Hb et d'Hb02 dans les tissu s.

• L'observation en lumière incidente, pour laquelle l' échantillon étudié se caractérise par la

quantité de lumi ère qu 'il émet en se comportant comme une source lumineuse aux yeux de

l'observateur dû à la présence de molécules fluor escentes (NADH) ou de fluorochromes

art ific iellement liés à des composants cellulaires (sondes fluorescentes extrinsèques).

L 'analyse d'images en microscopie est fond ée sur la mesure, en chaque point d'une

cellule observée à travers un micros cope, de la quantité de lumi ère absorbée ou émise. En

répétant la mesure, par balayage de tous les points de la cellule et du fond qui l'entoure, l'image

d'une cellule peut être représentée sous la form e d'une matrice numérique qui est trai tée par un

ordin ateur.

b) Applications
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• Mi crovaisseaux de mésentère (Itoh et al, 1995).

• Microcirculation - Tissus (Bruining et al, 1992) .

• Capillaires (Pittman et Duling, 1975).

• Caractérisation de lipides dan s la membrane érythrocytaire (Rodgers et al, 1991).

c) Avantages

• L 'importante résolution de la microscopie à fluorescence constitue l'apport positif le plus

évident. Cette résolution (um) permet de sélectionner des régions d'intérêt (physiques ou

logiciell es) sur lesquelles porteront l'analyse, ce qui suppose une détection très sensible du

signal de fluorescence: photomultiplicateur ou caméra CCD ou à tub e (Hiraoka, 1987).

• L' agrandissement proposé par cette technique permet de vérifi er l'homogénéité du marquage

par les sondes fluorescentes.

• La micro scopie à fluorescence, jusqu'à maintenant dédiée à l'observation de coupes

fluorescentes (qualitativement) s'ouvre désormai s à la quantification du signal de fluorescence

en mode statique, avec de nombreus es réserves dues au « fading » (Wade et al, 1994). En

effet, la pui ssance de la source d' excitation et la durée de l' éclairement conditionnent

l'importance du phénomène de « photodégradation ». Pour s' affranchir de la

photodégradation, il es t env isageable d'adapter au microscope un module de détermination

des va leurs de durées de vie des états exc ités. Ce module d'adaptation n ' est cep end ant pas

disponible sur le marché et fera l'objet d'un développement extérieur en collaboration avec le

GRAPP-DCPR (EN SIC).

• L 'association d'une caméra et d'un photomultiplicateur sur un microscope permet de corréler

respectivement des valeurs en niveaux de gris à un nombre de coups pour une même zone

d'acquisition. Cette potenti alit é ouvre la voie à une calibration très fine (billes d' étalonnage)

des app areillages en vue de la quantification absolue des signaux de fluorescence.

d ) Inconvénients

• Un e source d 'illumination ains i que des filtr es atténuateur s seront choi sis minutieusement afin

de limiter le phénomène de « fading » (diminution du signal d'intensité de fluorescence) qui

est préjudiciabl e pour des déterminations quantitatives de l' émi ssion de fluorescence.

• Le nombre res treint d'échantillons analysés limite le traitement et l'analyse statistique .

1. 2.2.6) Choix de la méthodologie
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Au regard des diverses techniques évoquées pour quantifier l'oxygène dans des mili eux

biologiques (po larographie, oxymétrie, RPE, lumin escence), il apparaît très clai rement que la

fluorimétri e présente de nombreux avantages pour être retenue comme technique d 'investigation

dans notre étude. La potenti alité qu 'offrent les nouveaux capteurs photoniques (caméra et

photomultiplicateur) montés sur un microscope à fluorescence appo rte à la spectroscopie de

fluorescence un atout primordial : la résolution à l' échelle microscopique.

En microscopie, le traitement des intensités de fluorescence (résolution statique) semble

aujourd' hui maîtrisé (sous certaines réserves) . A ce jour, aucun appareillage de détermination de

la durée de vie des états excités de fluor escence (résolution temporelle) par microscopi e à

fluo rescence n' est disponible sur le marché. Le développement d'une telle approche se révèle

très intéressante pour approcher au mieux l'incidence de l'oxygène sur l' émission de

fluorescence sans être perturbé par la photodégradation.

La signification des valeurs expérimentales obtenues par une technique revêt toute son

importance dans cette étude. En effet, selon le type de résultats , la [02] ou la P02, les

interprétations seront plus ou moins possibles. Ainsi, les constantes calculées sur les bases de la

[02] sont indépendantes du solvant du système et dépendantes seulement de la viscosité. Ce n' est

pas le cas de la P02• Cette distinction est importante pour la prédiction d' environnements

inconnus dans les systèmes biologiques dans lesquels la solubilité de l'oxygène peut varier.



Capteurs optiques d'oxygène
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1.3) CAPTEURS OPTIQUES

Nou s devons ainsi développer un capteur permettant une pnse d'information sur la

diffusion de l'oxygène. Dans ce but , une étude bibliographique a permi s de dégager certains

points importants.

1.3.1) Principe des capteurs optiqu es

Un capteur peut être défini comme un sys tème fourni ssant une grandeur mesurabl e ou

repérable (intensité, amplitude) reposant soit sur une connaissance intuitive, soit sur l'utilisation

des lois de la ph ysique et de la chimie-phys ique.

Le capteur est un outil de mesure qui doi t combiner d'une part une con ception de

l'instrument pa r la conna issance du réel et du possible (conception-développement) et la

confrontation de l'instrument à la réalit é par l' expérimentation (va lidation).

Les capteurs chimiques optiques sont éga lement désignés par les termes suivant s selon le

contexte: OPTODES pour chemin optique (Wolfbeis , 1991) ou OPTRODES pour (Opt(ical)

elect(rode). Ils sont défini s comme un capteur où l'information chimique est transformée en un

signal optique. Plus généralement, ce peut être un capteur basé sur un phénomène physico

chimique faisant intervenir des photons.

1.3.2) Capteurs optiques de l'oxygène basé sur la fluorescence.

1.3.2.1) Historique

C' est en 1939 qu ' a été mis en évidence l' effet inhibiteur de 1'02 sur la fluorescence et la

pho sphorescenc e (Kaut sky, 1939). Il faut attendre 1968 pour que ce principe aboutisse au

développement d 'un appareil de mesure du taux d'02 dans l' atmosphère (Bergman, 1968) .

L ' acide pyrène butyrique (PB A) a été utilisé pour étudier l'accessibilité de l'oxygène dans

certaines régions des membranes biologiques (Vaughan et Weber, 1970). L 'utilisation du PBA

par Lubbers et Optiz (1975) a ouvert la voi e aux sondes fluor escentes dérivées du pyrène, aya nt

la caractéristique de présenter une grande durée de vie des états excités (200 à 400 ns). Le

couplage des dérivés pyréniques à une fibre optique (Seitz , 1988 ; Janata et al, 1994) et le
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greffage sur du verre poreux (Wolfbeis et al, 1984) a été à l'origine de nombreux

développements de capteurs d 'oxygène. D' autres sond es fluorescentes furent testées avec plus ou

moins de succès, comme le pérylène (Peterson et al, 1984) . L'inhibition de la fluorescence de

certains complexes métalliques (Bacon et Demas , 1987) de platine (Lee at al, 1993) ou de

ruth énium (Trettnak et al, 1995 ; Holst et al, 1995), qui présentent des grandes durées de vie des

états excités (environ 1 us) a été mise à profit pour développer des capt eurs bon marché. Les plus

couramment utili sés, dont Carraway et ses coll aborateurs (1991) ont comparé les

caractéristiques, sont le tris(4,7-diphényl- l, 1O-phénanthroline)ruthénium(II) noté Ru(Ph2phen) ,

le tris(2,2 ' -dipyridyl)ruthénium(II) noté Ru(bpy) et le tris(l ,1O-phénanthroline)ruthénium(II)

noté Ru(phen). Les capteurs en voie de développement actuellement combinent plusieurs

indicateur s et permettent ainsi des mesures chimiques multi-variables (pH , CO2, 0 2) pour les gaz

du sang (Leiner, 1995) et parfoi s adaptées à certaines pratiques et exigences médicales comme

l' endo scopie (Panato et Walt , 1995).

Le tableau 4 rasse mble quelques marqueurs util isés pour l' étude de l'inhibition de fluorescence

par l'oxygène mol éculaire.

1.3.2.2) Détermination du contenu en O2 par une technique de fluorescence

a) Méthode liée à la concentration en NADH

Le nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH) est un transporteur d' électrons et

joue un rô le impo rtant dans le transfert d' énergie du cycle des acides tricarboxyliques à la chaîne

respiratoire. Une carence en oxygène induit une accumulation de NADH qui n' est alors plus

réduit en NAD+. Suite à une excitation dans l'ultraviol et (Àexc : 366 nm, McComb 1976), cette

augmentation en concentration de NADH peut être mesurée puisque le NADH émet une lumi ère

de fluo rescence dans le bleu (Àem : 460 nm) ce qui n' est pas le cas du NAD+. Cette méthode

perm et la mesure dans les tissus et de mani ère non invasive d'un taux approximatif d'oxygène,

après repo rt des résultats sur une courbe étalon (intensité de fluor escence vs [NADH]).

Cette technique a été utilisée pour apprécier de manière approximative l'hypoxie dans le

cœur, les reins, le foie de rat (Pierik et al, 1991; Ince, 1994) ainsi que dan s les hépatocytes de rat

(Obi-Tabot et al, 1993) mai s n' est cependant pas utile dans le cas d'hyperoxie ou dans les

mili eux biologiques contenant du NADH. En effet, cette méthode repose sur la production de

NADH en absence d'oxygène, ce qui signifie qu ' elle n ' est pas utilis able lorsque la proportion en

oxygène augmente (hypoxie-réoxygénation) .
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Sonde Àabs -, 'to Milieu IoIIair Année Référence

(nm) (nm) (ns) 'tOhair

Pyrène 339 372 450 cyclohexane 2,7 1973 Murov

PRA 342 372 150 eau 1,6 1970 Vaughan

PRA 342 1972 Knopp

PRA 340 397 1976 Mitnick

PRA 360 473:500 greffé 3,8 1984 Wolbeis

PRA 360 360:420 250 cyclodextrine 2,6 1987 Lee

PRA 325 377:396 200 silicone 3,52 1995 Ishiji

Naphtalène 335 Toluène 1993 McLean

Ru(phen) 450 600 silicone 14,7 1991 Carraway

Ru(phen) 470 605 silicone et 1,23 1995 Holst

silice

Ru(phen) 488 610 acrylamide 3,2 1995 Rosenzweig

Ru(Ph2phen) 450 600 silicone 1994 Bambot

RuïPh.phen) 470 610 5200 éthanol 20 1995 Hartman

Ru(bpy) 460 610 210 silicone 2 1988 Lippitsch

Tableau 4: Caractéristiques photophysiques des principaux composés fluorescents utilisés pour
le dosage de l'oxygène rapportées dans la littérature. Àabs, "'eln : respectivement longueur d'onde
maximale d 'absorption et d'émission. 'to : durée de vie des états excités en absence d'o xygène.
loIIair et 'tOhair : donnés ou déduits des courbes de Stern-Valmer ou de la valeur de Ksv. (D'après
Gouin, 1996).
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b) Méthode liée à l'inhibition de fluorescence par l'oxygène

Le terme inhibition, extinction ou atténuation de fluorescence (« quenching ») est utilisé

pour décrire tout processus qui aboutit à une perte partielle ou totale de la lumière émise

(intensité de fluorescence). L'oxygène moléculaire est un inhibiteur de l' émi ssion de

fluorescence (intensité et durée de vie des états excités) de sondes sous l' effet d'une excitation

lumin euse. Ce phénomène est presque universel pour les diverses sondes fluorescentes excitées

et puissant car des détecteurs très sensibles sont nécessaires pour le suivre.

Cette méthod e sera développée ultérieurement dans le paragraphe 1.3.4.6.

1.3.3) La fluorescence

1.3.3.1) Généralités

La fluorescence est un phénomène physique classé dans l' ensemble des phénomènes de

luminescence qui englobent la photoluminescence (fluorescence, phosphorescence) et la

chimiluminescence (chimiluminescence vraie, bioluminescence). Ces différents phénomènes se

distinguent essentiellement par la nature de l' énergie d' excitation impliquée. La

photoluminescence est un phénomène radiatif consécutif à l'excitation par une radiation

lumineuse (photons de lumière visible ou ultraviolette) tandis que la chimiluminescence est un

phénomène radiatif consécutif à une réaction chimique (chimiluminescence vraie) ou

enzymatique (bioluminescence). Les phénomènes luminescents ont été largement étudiés et de

nombreux ouvrages en font une présentation détaillée (André et al, 1992 ; Guilbault , 1973).

La fluorescence est caractérisée par des transitions électroniques entre un état singulet

excité et l 'état singulet fondamental ; dans ce cas, la durée de vie moyenne de l' état excité est de

l'o rdre de 10-12 à 10-7 s.

La phosphorescence se distingue de la fluorescence par le mode de désexcitation de la

molécule, elle est caractérisée par des transitions électroniques entre un état triplet excité et l' état

fondamental.

De plus amples détails concernant les transformations énergétiques provoquées par l' absorption

de radiation sont dans l'Annexe 1.
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a) Quelques propriétés des fluorochromes utilisés

a1) Ecart de Stockes

Un fluorochrome est une mol écul e dont les élec trons passent après absorption d ' énergie

lumineuse (Àl ) à un niveau d' énergie tran sitoirem ent stable. Le retour à l' état fondamen tal

s'accompagne d 'une émiss ion de lumière à une longueur d ' onde (/"2) toujours supé rieure à À1. La

différence entre la longueur d 'onde maximale d 'absorption et ce lle d ' émission est appe lée « écart

de Stokes » et correspond à une perte d ' énergie entre le phénomène d' excitation et l' émission de

fluorescence. Ce phénomène est lié à la désactivation vibrationne lle par conversion interne. En

pratique, cette différence doit être de 20 nm afin de pouvoir séparer efficaceme nt la lumière

incid ente (Àl) , de la fluorescence émise (À2) , à l ' aid e de miroi rs dichroïques.

a2) Coefficient d'extinction

La qu antité de lumière absorbée à une longueur d'onde donnée est appelée coefficient

d ' extin ction ou absorption molaire (8). Sa va leur doit être la plus élevée possible afi n de

perme ttre l' excitation optimale du fluorochrome. Par exe mp le, la fluorescéin e présente un

coefficient d ' absorption de 8 x 104 M-1 • cm" à 488 nm (noto ns que son abso rpt ion est maximale

à 495 mu). Cette va leur représente souvent une valeur de référence pour la microscopie à

fluo rescence et la cytométrie. En revanche, lorsqu'un fluorochrome possède un coefficient

d ' extinction faible, il devra obligatoireme nt être présent en concentration int racellulaire

significative et/o u posséder un rendeme nt quantique de fluo rescence élevé.

a3) Rendement quantique de fluorescence

L'efficacité de l' émi ssion de lumière fluorescente pour une molécule donnée est

détermi née par le rendem ent quantique $, défini par le rapport entre le nombre de photons émis

et le nomb re de molécul es excitées par absorption de la lumière incid ente. En absence de

couplage intersystèm e, de conversion interne et de photoréactivité, le rendement quan tique

approche la va leur maximale de 1.

Si k, représente la constante de vitesse du processus d'émission de fluo rescence et si on

forme N molécul es excitées à l'in stant t = 0,
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ave c k la somme de toutes les constantes de vitesse de disparition de la mol écule excitée (= U r).

Le rendem ent quantique varie considérablement en fonction du type de mol écule étudiée

et en fonction des caractéristiques physico -chimiques du mili eu (pH , constante diélectrique,

viscosité, etc.).

a4) Photostabilité

La photostabilité correspond au nombre d' excitations que peut subir une molécule

fluoresc ente avant d ' être dégradée. Par exemple, la fluorescéine peut subir entre 104 et 105

excitations avant d ' être détruit e. Cette perte de fluor escence (« fading ») pose des problèmes en

microscopi e à fluorescence ou confoca le (Benson et al, 1985) . Des milieux de montage

commerciaux sont quelquefois utilisés pour limiter ces phénomènes (Vectashield; Longin et al,

1993) mais ils augmentent fréquemment la fluorescence intrinsèque (autofluo rescen ce) des

cellules et colorent le fond de la préparation.

La photodestruction de la mol écule (« photobleaching ») est directement liée à la photostabilité

du fluoro chrome.

b) Interactions avec des constituants endogènes ou exogènes

b1) Fluorescence intrinsèque (autofluorescence)

L ' autofluorescence (intrinsèque) représente souvent un facteur limitant la détectabilité de

sondes fluorescentes dan s la cellule. L 'autofluorescence est une caractéristique normale des

cellules vivantes. L ' étendue et la nature de l'autofluorescence dépend de la nature de

l'échantillon. Pour les cellules de mammifères, l'autofluorescence est principalement due aux

coenzymes flavines (FAD et FMD, dont l'absorption et l'émission sont de 44 5-470 nm / 525nm),

au NADH (340-360 nm / 460 nm) , à la lipofuscine (490 nm / 450 nm) , aux résidus d ' amino

acides (200-34 0 nm / 360-370 mn et 455 nm) et également les protoporphyrines (425 nm / 580

mn). Ainsi dans des fibroblastes en culture (lignée 3T3), excités à 488 nm , l'autofluorescence est

équivalente à 34 ,000 mol écules de fluorescéine, ce qui est considérable.
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b2) Rôle de la concentration et effet de filtre interne

La relat ion entre la conce ntration et l'intensité de fluorescence correspond graphiquement

à un e courbe en cloche pour une dispo sition d'anal yse à 90°. Il faut opérer sur des solutions de

concentrations faibl es car il y a auto-inhibition de la fluorescence aux fortes concentrations pour

deux raisons principales a) augmentation du nombre de collisions entre les mol écules qui

dis sip ent l' énergie reçue b) formation de polym ères non fluorescents.

L 'épaisseur de la solution traversée par la radi ation exc itatrice doit être faible car la

concentration optimale diminue quand l' épaisseur augm ente: c' est l' effet du filtr e interne, dû à

l' absorpt ion par la solution de la lumière d' excitation et de la lumi ère de fluo rescence. Ce facteur

limitant est important pour les milieux d'ori gine biologique.

c) Les modes de résolution de la fluorescence

c1) Résolution spatiale et d'ordre : anisotropie de fluorescence

Lo rsqu' une population de mol écules fluorescentes est éclairée par un faisceau de lumière

incidente pol arisée (fa isceau traversant un pol ariseur) et de longueur d'onde appropriée , seules

les mol écul es correc teme nt ori ent ées sont excitées . Si ces mol écules excitées peuvent tourner

rapidement et ind épendamment les unes des autres sur elles- mêmes , elles prennent des

orientations quelconques au cours de leur désexcitation, et la lumière émise n' a pas de plan de

vibration privil égié, elle n ' est pas pol arisée. Au contraire, si les mol écules exc itées sont soumises

à une certaine contra inte stéré ochimique, elles tournent plus lent ement sur elles -mêmes, la

lumière émise par fluorescence est alors partiellement polarisée. Le degré de pol ari sation de

fluorescence, exprimé par l' ani sotropie de fluo rescenc e « r» peut être calculé et permet

d 'apprécier le degré de fluidité (d 'une membrane par exemple). L'aspect pratique de la

po larisat ion de fluorescence est développé ultérieurement et la théorie de cette méthode figure

dans l' Annexe 1.

c2) Résolution statique: intensité de fluorescence

C'est une fonction du rendement quantique (cf. Annexe 1). Ains i, à faibles concentrat ions

le produit du rendement quantique (~) et du coeffic ient d'absorption molaire (8) détermine

l'intensité de fluorescence d 'une sonde (F flua) selon : F flua = Fa .~. E.l. C.
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Les faibl es concentrations en fluorophores peuvent ainsi être utilisées en relation avec le

gra nd rendement quantique de la sonde, ce qui permet d ' avoi r de faibl es concentrations en

inhibiteur. Ainsi, pour des sondes ayant une concentration critique, il est parfois nécessaire de

travailler en-dessous de cette concentration pour éviter la formation de dimères (excimères) ,

comme dans le cas du pyrène.

c3) Résolution temporelle : durée de vie naturelle d'un état excité électronique.

Quelques fluorochromes, comme certains dérivés pyréniques, les chélates du ruthénium,

lanthanides ou d'autres ont une constante de temps de déclin de fluorescence élevée (Tableau 5).

Cette propriété a permis de développer la fluorimétrie à résolution temporelle (time-resolved

fluo rescence) qui mesure des valeurs de durée de vie des états exc ités précurseurs de la

fluorescence (1" , not é durée de vie dans le reste du texte) .

La durée de vie à l'état exc ité peut être défini e comme le temps moyen pend ant lequel le

fluorochrome reste à l' état excité avant de revenir à l' état fondamental (avec ém ission de

fluorescence). L'intensité F de l'émission suit une loi du type:

F ~ e -t/r = e -kt

Si les molécules excitées électroniquement peuvent être considérées comme isolées, 1" est

dite durée de vie naturelle.

Ces données peuvent révéler la fréquenc e de collisions possibl es avec des agents

inhibiteurs (tel l'Oj), le taux d' énergie . Les durées de vie de fluorescence sont très courtes et leur

détermination nécessite la mis e en oeuvre d'une technologie assez complexe. Les mesures de

durée de vie peuvent être réa lisées selon deux méthodes : le comptage monophotonique et la

modulation de phase. Les aspects théoriques de ces deux méthodes sont largement dév eloppés

dans l' Annexe 1.

T ablea u 5 : Exemples de valeurs des durees de Vie de certa ins fluorophores:

Lanthanides d'europium, de terbium, de samarium de 10 à 1000 I-tS

Acide pyrène butyrique (PBA) 90 DS

1-aminoanthracène 22 DS

Fluorescéine 4,1 DS

Coumarine 460 3,3 DS

,
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d) Intensité ou durée de vie?

Cette question est débattue depuis de nombreuses années, et les avantages et les

inconvénients de ces deux approches ont été discutés par de nombreux auteurs (Lippitsch et al,

1988 ; Wolfbeis et al, 1991 ; Szmacinski et Lakowicz, 1995).

Intensité de fluorescence (amplitude du signal)

La mesure basée sur l'intensité de fluorescence nécessite une instrumentation assez

simple comprenant essentiellement une source d'excitation (lampe, laser) et un détecteur

(photomultiplicateur, CCD). Ces composants manquent de stabilité dans le temps et la

détermination des intensités de fluorescence est sujette à ces fluctuations. La mesure et la

correction de l'intensité de la source permettent de remédier en partie à ce problème (Treenak et

al, 1995). Cette approche doit tenir compte des modifications de la concentration en sondes

fluorescentes due à la photo-décomposition (photodégradation, « photobleaching »). Ce

phénomène entraîne une diminution de l'intensité de fluorescence émise (« fading »).

Durée de vie de fluorescence (durée du signal)

Il est possible de s 'affranchir de ces difficultés majeures en mesurant la durée de vie Ct)

plutôt que l 'intensité de fluorescence (F). Toutes les imperfections optiques du sytème ainsi que

la photodégradation de la sonde n'ont pas d'influence sur la durée de vie de fluorescence. En

effet, la durée de vie dépend intrinséquement du fluorophore et de son environnement. De plus la

durée de vie ne dépendant pas d'une éventuelle inhibition statique, les tracés de Stern-Volmer

("CaI"C vs P(02)) sont dans ce cas linéaires. Des sondes ayant de longues durées de vie sont

sensibles à de très faibles concentrations en oxygène puisque les probalilités de collision sont

élevées. La fluorimétrie à résolution temporelle permet de surmonter les problèmes de bruit de

fond non spécifiques dus à la présence de molécules fluorescentes dans les échantillons

biologiques à analyser. En revanche, face à tous ces avantages, une instrumentation plus

complexe est nécessaire, même si des systèmes légers sont maintenant disponibles sur le marché

(Lippitsch et al, 1996).
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1.3.4) Phén omènes d'inhibition de la fluorescence

1.3.4.1) Généralités

Tout processus qui aboutit à une perte partielle ou tota le de la lumi ère émise (intensité de

fluo rescence) résult e d'un phénomène d'inhibition, d'extinction ou d' atténuation de la

fluorescence. Les principaux processus de relaxation de l'état exc ité (F*) sont: la fluorescence,

les transitions internes non radiatives , l'inhibi tion par une molécule extérieure . En fait des

phénomènes très différent s sont regroupés sous ce terme.

Le processus complet peut être résumé par les équations suivantes:

(a) Absorption

(b) Fluorescence

(c) Inhibition

F + hv ~ F*

F* ~ F + hv'

F* + 1~ F + 1*

Il existe deux types d'inhibition (statique et dynamique) qui nécessitent tous deux un

contact molécu laire entre le fluorop hore et l' inhibiteur. Ces deux processus sont décrits dans

l' Annexe 1. Dans les deux cas , la valeur du rendement quantique va décroître et la fluorescence

sera très faible, voire non détectab le, ce qui nécessite l' emploi d' appareillage très sensible.

1.3.4.2) Inhibition de type statique

Elle correspond à la formation d'un complexe non fluo rescent entre le fluorochrome et la

molécule atténuatr ice (inhibiteur) . Après absorption de la lumière, le complexe retourne

immédiatement à l' état fondamental sans émission de photons.

1.3.4.3) Inhibition de type dynamique

L'inhibiteur doit diffuser vers le fluorochrome alors que celui-ci est à l' état excité. Après

contact, le fluorophore reto urne à l'état fondamenta l sans émission de photons. Ce type

d 'inhibition dynamique dépend essentiellement de la diffusion. En effe t, l' efficacité de
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l'inhibition est d' autant plu s importante que la diffusion des molécules est facilitée, elle est donc

fonction de l' environnement des sondes (température, viscosité, etc.).

1.3.4.4) Transfert d'énergie

Le trans fert d' énergie à distance est un cas particulier d'inhibition de fluorescence. Dans

ce phénomène, il n ' est pas nécessaire que le fluorophore (donneur d' énergie) et l'inhibiteur

(accepteur d ' énergie) soient en contact. Cependant la distance R entre les deux molécules est un

paramètre critique puisque l'efficacité de ce phénomène de transfert d' énergie est proportionnelle

à R-6• Par conséquent , une petite variation de la distance qui sépare le donneur d' énergie de

l' accepteur conduit à une très forte variation de l' efficacité du phénomène. Pour obtenir une

efficacité maximale, le calcul montre que la distance R doit être comprise entre 30 et 60 A.

D'autre part, le pro cessus de transfert d' énergie ne peut avoir lieu que si l' énergie perdue de la

désexcitation du donneur (S, ~ So) correspond à l' énergie nécessaire pour faire passer

l'accepteur du niveau fond amental à un niveau exc ité. En d'autres termes, le spectre d ' absorption

de l'inhibiteur doit chevaucher le spectre d' émission du fluorophore, ce qui est le cas entre les

dérivés pyréniques et l'hémo globine pour une distance de Forster proche de 43 A (Eisinger et

Flo res, 1986) .

1.3.4.5) Les inhibiteurs de fluorescence

Un phénomène d ' atténuation passive peut être observé lorsque des cellules sont incubées

dans certains mili eux de culture (M 199, RPMI 1640, DMEM ...) et il pou rra être évité par

l' emploi de mili eu salin tamponné (PBS). De même, une quantité importante de fluoro chrome

inco rporée dans la ce llule induit une dim érisation ou une agrégation des molécules de

fluoro chromes en composés non fluo rescent s et/ou présentant un déplacement de leur spectre

d' émi ssion . C'est le cas des dérivés pyréniques avec l' apparition d'un pic dû à la présence de

dim ères de pyrène (excimères).

Un certain nombre de substances peuvent agir en tant qu 'inhibiteurs de fluorescence.

Certaines sont plus spéc ifiques, comme les amines aromatiques et aliphatiques qui n'inhibent

efficacement que les hydro carbures aromatiques . Parmi les inhibiteurs collisionnels, on retrouve

le perox yde d'hydro gène, l'acrylamid e, l'iodure, le bromure et certaines oléfin es. En revanche, la

molécul e la plus utili sée est représentée par la molécule d'02' capable d'inhiber la plupart des

fluorophores.
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1.3.4.6) Inhibition de fluorescence par l'oxygène

Le phénomène d'inhibition de la fluorescence par un inhibi teur, en ce qui nous concerne,

l'oxygène moléculaire, est de type collisionnel. Il obéit à l'équation décrite par Stern-Volmer et

est décrit dans la partie "Matériels et Méthodes" de l'article 3. Dans l'Annexe 1, figurent les bases

théoriques sur lesquelles sont établies les équations dérivées de Stern-Volm er.

Nou s décrirons donc brièvement les équations de base qui régissent ce phénomène.

L'inhibition de type collisionnel est décrite par:

Fo/F = 1 + Ksv [02]

avec FoiF le rappo rt des intensités de fluorescence d'un fluorophore excité respectivement en

absence (Fo) et en présence (F) d'oxygène moléculaire, et Ksv la constante d'inhibition de Stern

Volmer.

De même,

l ,01', = 1 + Kd [02] et >Kd = ' 0 . kq ·ro 1

avec 'tlr: le rapport des durées de vie des états excités d'un fluorophore respectivement en

absence ('to) et en présence (r) d'oxygène moléculaire, Kd la constante d'inhibition dynamique,

kq la constante bimoléculai re et Yo l'efficacité du processus. La constante kq représente la

fréquence de collision entre le fluoropho re activé et les molécules d'oxygène et renseigne sur

l'accessibilité de la sonde à l'oxygène c'est-à-dire sur sa diffusion . Cet aspect est développé dans

la partie "Matériels et Méthodes" de l'article 4.

Dans notre cas, le processus d'inhibition du monomère du pyrène par l'oxygène est

efficace Cl 00 %) et de type purement collisionnel (Birks, 1970), mais doit être vérifié en

présence d'aut res inhibiteurs potentiels.

Au niveau théorique, pour Ksv = Kd, on trouve :
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Comme nous l'avons présenté, deux modes d'inhibition agissent pour un même

fluorophore, l'inhibition statiqu e et l'inhibition dynamique. On détermine le type d'inhibition par

l'écart à la linéarité observé dans la représentation expérimentale dite de Stern-Volmer : F, / Fen

fonction de [02l La constante d'inhibition statique Ks est ainsi définie par différence des

constantes Ksv et Kd (hypothèse la plus couramment admi se).

1.3.5) Détermination des paramètres liés à la diffusion de l'oxygène

1.3.5.1) Généra lités

Durant l'existence de l'état excité du fluorophore, la molécule d'oxygène a en théorie le

temp s d'atteindre tous les compartiments de la membrane. Si ce n'est pas le cas, cela signifie que

l'oxygène a été retardé au niveau d'un compartiment de la membrane et / ou que la sonde est

"protégée" de l'inhibition de fluor escence. L'inhibition de fluor escence est un processus de

proximité réduite vis-à-vis de la sonde et une sphère d'action dans laquelle la probabilité

d'inhibition maximale peut être défini e (Carrero et al, 1995). Il est connu depuis longtemps que

le processus d'inhibition du monomère du pyrène par l'oxygène est de type purement collisionnel

donc dynamique (Birks, 1970). Son efficacité (proche de 100 %) reflète la diffusivité de

l'oxygène dans un système homo gène idéal, c'est-à-dire l'accessibilité du fluorophore à l'oxygène.

Ainsi le pro cessus de diffusion de l'oxygène dans un système hétérogène peut être évalué par la

détermin ation des constantes d'inhibition.

1.3.5.2) Constante bimoléculaire kq et diffu sivit é de l'oxygène

Dan s le cas d'un système complexe (hétérogène comme une membrane biologique) la

diffusivité de l'oxygène diminue avec la présence d'obstacles (Baros et al, 1991) et l'accessibilité

de la sonde à l'oxygène (kq) pourra être évaluée à partir des valeurs des durées de vie des états

exc ités . La détermination de la constante d'inhibition bimol éculaire kq n'est utili sable que si la

solubilité de l'oxygène est constante dans les différents compartiments membranaires traversés.

Les valeurs de kq reflètent une accessibilité apparente liée à un processus d'inhibition de

fluor escence des fluorophores selon la solubilité de l'oxygène dans les différentes phases
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membranaires. L'évolution des valeurs caractéristiques de kq de la sonde pour l'oxygène permet

d'interpréter le phénomène de diffusion.

1.3.5.3) Coefficient de diffusion de l'oxygène

Si l'on dissout un fluorophore dont l' émission de fluorescence peut être affectée par

l'o xygène avec une vitesse limitée par les processus de transport , il devient possible de

déterminer un coefficient de diffusion de l'oxygène (exprimé en cm2
/ s). La réaction de la sonde

avec l' oxygène dépend de la fluidité de l' environnement: plus un milieu est fluid e, plus la

vitesse de transport relatif de l' oxygène vers le fluorophore devient élevée et plus l' inhibition est

importante.

a) Equation de Von Smoluchowski

Diffusion dans un milieu constitué de phospholipides purs:

Une diminution de l'intensité de fluorescence et des durées de VIe des états excités

précurseurs de la fluorescence sont observés en présence d'o xygène.

Si 'to / r représente la durée de vie de l' état excité en absence d'oxygène et r en présence

d'oxygène, la diffusion dans un milieu fluide est définie comme :

11:0/ 1: = 1 + 4.1t.N.cr.D. 1:0

où les symboles suivants correspondent à :

N : Nombre d'Avogadro.

cr : Distance de collision pour une réaction dont la cinétique est diffusionnelle.

D : Coefficient de diffusion moyen.

De même, dans un milieu visqueux, la constante apparente de réaction devient (André et al,

1983) :

Ka(t) = 2.n .N. cr' .D.F [1 + 2.cr' / (n.D.t)1/2]
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où les symboles suivants correspondent à :

cr' : Distance critique de réaction

F : Facteur d' ampli fication

En présence d'obstacles, c'est-à-dire lorsque des protéines sont présentes dans la membrane, les

mouvements de « contournement» qui peuvent intervenir contribuent à ralentir la cinétique de

réaction entre la sonde et l'o xygène, ce qui entache la valeur de D d'erreurs par défaut. Sans

prendre en compte, les coefficients de diffusion de chaque compo sante, ni les interactions au

voisinage des protéines, la constante apparente de réaction approchée devient :

<Kart) '"-' 2.n.N .D . [<a> + cr' / (n.D.t)1/2]

où les symboles suivants correspondent à :

a : coefficient de calcul entre 0 et 0,5 selon la surface globale occupée par les protéines.

Dans le cas du pyrène : Ka = 2.n.N .D. [<a> + (J' / (n.D.tY/2] 2 soit

l'ta/ 't = 1 + Ka(oo) . [1 + 2.cr' / (D. 'tO)I12]

soit D = 1 ± 0,5.10-7 cmvs dans la membrane d'érythrocytes (Eisinger et Flores, 1986 ; Galla et

Sackmann , 1974, Vanderkooi et Callis, 1974). Ces formules sont utilisées plus couramment pour

déterminer les valeurs des coefficients de diffusion de grosses molécules, comme dans le cas du

pyrène pour lequel le diamètre d'interaction dans la réaction de formation d'excimères

intermol éculaires a été estimée à 3 ± 1 Â (Dembo et al, 1979).

En fait, d'après l' équation de Von Smoluchowski (1917) sous sa forme la plus utilisée, la

constante de réact ion bimoléculaire (Lenaz, 1987) pour deux molécules sphériques est:

1k = 4.1t.D.r

où les symboles suivants correspondent à :

D : la somme des coefficients de diffusion



79

r : la somme des rayons des deux molécules.

b) Equation de Stokes-E instein

Dans le cas d'une parti cule sphérique de rayon r dans un milieu de viscosité 11 l'équation

de Stokes-E instein permet d'accéder à la valeur du coefficient de diffusion selon:

ID = K.T. /6·1t·11·r

avec D = K.T / f où K représente la constante de Boltzmann, f le coefficient de friction et T la

température absolue. Appliqué à la théorie de .la diffusion en solution (Sutherland, 1905), le

coefficient de diffusion d'un soluté sphérique A dans un solvant B sous la condition que le rayon

de A soit très petit par rappor t à celui de B est donné par :

Connaissant le rayon de van der Walls de la molécule d'oxygène (1,4 A) Uchid a et al,

1992, ont déterminé la relation entre Kq (Fa / F = 1 + Kq. P02) et T / 11 n à différentes

températures comme T / 11 = (Kq.103
- 0,347) / 0,0995. Cependant cette équation n'est valable

que pour l'eau et non pour les milieux hétérogènes complexes. Les facteurs limitants de cette

équation sont le rayon r et la viscosité 11 qui doivent être connus. De plus l'expression de D en

cm2
/ sec tradu it un processus de diffusion en trois dimensions (crrr' / sec) comme le décrit Owen,

1975.

c) Equation de Einstein-Smoluchowski

A partir des deux équations précédentes, et selon les précautions énoncées par Osborn et

Porter, 1965 et Lakowicz et Weber, 1973, la constante d'inhibition de fluorescence k est reliée à

la constante de diffusion selon :

1k = 4.1t .R.D.N'

avec N' le Nom bre d'Avogadro / 1000, R la somme des rayons moléculaires des espèces en

présence et D la somme des coeffic ients de diffusion des espèces en présence. En postulant que

le coefficient de diffusion de la sonde est négligeable par rapport à celui de l'oxygène c'est-à-dire



80

D = D0
2

et que R est approximé à 6.10-8 cm, la valeur de D02 serait de 2,2.10-5 cnr' / sec dan s la

membrane d'érythrocyte à 25 "C (Fischko ff et Vanderkooi , 1975).

Cependant ces calculs souffrent de nombreuses approximations qui conce rnent :

- la concentration en oxygène et le coefficient de partition de l'oxygène dans la membrane

- la distance critique entre les espèces réagissantes (ox ygène et sonde)

- la constante de diffusion de la sonde qui est considérée comme négligeabl e

- une mesure unique du coefficient de diffusion de l'oxygène qui devrait comprendre une

composante latéral e et une composante transversale. Le déclin mono-exponenti el de la

fluorescence de la sonde confirmerait que la diffusion de l'oxygène est isotrope.

Le calcul du coefficient de diffusion globale de l'oxygène (latéral et transversal) à partir

de la valeur de kq nécessite de connaître la concentration précise en oxygène dans chaque

compartiment membranaire. Cependant, la détermination du coefficient de diffusion se révèle

délicat voire imprécis car la variation de la solubilité de l'oxygène (et donc sa concentration) dans

ces différentes phases n'est pas quantifiable. Les résultats de la littérature sont le plus souvent

fondés sur des valeurs calculées à partir des tables de solubilité de l'oxygène dans les mili eux

aqueux, ce qui est très approximatif. De même, le coefficient de distributi on de l'oxygène au sein

des divers compartiments biologiques membranaires est approximé : 4,4 pour la distribution

eau/membrane (Battino et al, 1968) , ce qui est très relatif. Les caractéristiques physiqu es des

sondes sont maintenant bien précisées, par exemple l'acide pyrène butyriqu e décrit dans l'articl e

de Vaughan et Weber, 1970 ; longueur : 7,08.10-8 cm, largeur : 4,95 .10-8 cm, rayon : 4,48 .10-8

cm, masse molaire: 288, E : 4.10 4 à 343 11111 . Ce n'est pas le cas des valeurs des coeffic ients de

partition de l'oxygène et de sa solubilité dans les milieux hétérogènes complexes . De plus, les

équations décrites conce rnent des molécules sphériques dans des mili eux homogènes et non des

mil ieux hétéro gènes complexes. On parlera plutôt d'un coefficient de diffusion -solubilité de

l'oxygène (Windrem et Piachy, 1980 ; McC abe, 1986).

Pour toutes ces raisons, nous avons choisi de ne pas exprimer le phénomène de diffusion

de l'oxygène par un coeffic ient de diffusion global, mais uniquement par les valeurs des

constantes d'inhibition de fluorescence qui ne sont pas affectées des approximations dues aux

calculs.



DEUXIEME PARTIE

Matériels et Méthodes
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11.1) MATERIELS D'ORIGINE BIOLOGIQUE

11.1.1) Hématies

Des hématies de donneurs sains volontaires prélevées sur anti-coagulant ACD

(Etablissement de Transfusion Sanguine de Nancy-Braboi s, Vandoeuvre-les Nancy, France) sont

lavées 3 fois avec un tampon phosphate isotonique (PBS) pH 7,4 (137 mM NaCI , 2,7 mM KCl ,

10 mM Na2HP04 et 1,4 mM KH2P04, 300 mO sm). Après une étape d 'incorporation de

différentes quantités d 'hémisuccinate de cholestérol (noté aussi cholestérol dans le reste du texte)

ou de glutaraldéhyde, une partie de la suspension est écartée pour permettre de réali ser des

mesures de fragilité osmotique et déformabilité des globules rouges. Sur la fraction écartée, les

membranes d 'érythrocytes sont préparées par choc osmotique. La quantité total e d'hémisuccinate

de cholestérol incorporé dan s la membrane après extraction est obtenue par une méthode

colorimétrique à partir d'une courbe étalon d 'hémisuccinate de cholestérol dans l' éthanol. La

concentration en chol estérol dans la membrane est exprimée par le rapport chol estérol/protéine

(C/Pt). Parallèlement aux méthodes rhéolo giques traditionnelles (rés istance à l'hémolyse et

déformabilité), nous avons utilisé une teclmique de polarisation de fluorescence (fluidité

membranaire) en vue d'apprécier les effets du cholestérol et du glutaraldéhyde sur la fluidité

membranaire. Les influences du cholestéro l et du glutaraldéhyde sur le phénomène de diffusion

de l' oxygène dans la membrane érythrocy taire ont ensuite été abordées .

11.1.2) Plasma

Nous avons utili sé des pla smas de donn eurs volontaires sam s (Etablissement de

Transfusion Sanguine de Nancy- Brabois, Vando euvre-les Nancy, France) ainsi que des

échantillons prélevés sur anti -coagulant EDTA provenant de pati ents (macroglobulinémie de

Waldenstr ôm ou de Kahler) présentant en autre une hyperviscosité. Il existe chez ces patient s une

anomalie du taux d'IgM ou d'IgG (ou IgA) monoclonales sér iques . Tout d' abord , nous avons

mesuré les valeurs des viscosités. Nous avons ensuite abordé la diffusion de l'oxygène au sein de

ces solutions. La sonde fluorescente sensible à la P02 était soit directement ajou tée au plasma,

soi t interna lisée dans un film recouvert d'un e mono couche de cellules endothéliales en culture sur

laquelle était déposé le plasma. Parallèlement , le même type d' expériences a été réalisé pour des
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solutions de PBS contenant différentes concentrations de glycérol pour apprécier l'influence de la

viscosité d'un e solution sur le phénomène d'inhibition de fluorescence.

II.1.3) Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales utilisées dans notre étude (notées CE dans le reste du texte) ont

été aimablement cédées par Monsieur le Professeur Boisseau (Laboratoire Universitaire

d'Hématolo gie, groupe d'étude endothélium, ischémie et thrombose, Université de Bordeaux II,

33076 Bord eaux). Il s'agit d'une souche humaine [ECV 304 (ATCC)] spontanément transfo rmée

chez un nouveau-né japonais.

Ce sont des cellules adhérentes au support par une membrane basale. L'examen

morphologiqu e au micro scope optique (lumière transmise) des cellules endothéliales à

confluence met en évidence l'aspect en "pavés de chaussée " caractéristique des cellules

endothéliales . Nous avons étudié l'influence de l'incorporation de cholestérol sur une

monocouche de cellules endothéliales en culture, plus particulièrement au niveau de la fluidit é

membranaire et de la diffusibilité de l'oxygène.

II.l.3.1 ) Culture cellulaire

Les CE sont cultivées dans un milieu de culture liquide IMl99 (réf. 22340-020,

GibcoBRL, distribué par Life Technologies Sarl, Cergy Pontoise, France) compl émenté en L

glutamine, sels d' earle et rouge de phénol. Le milieu de base, lM199 contient notamm ent des

acides amin és, des bases puriques et pyrimidiques, des sels minéraux , des vitamin es et du

glucose.

On additionne au milieu de base des additifs filtrés (0,22 um Minisart, Polylabo,

Strasbourg, France) :

* des antibiotiques :

Pénicilline 5000 lU/ml (réf. 15070, Life Technologies Sarl, Cergy Pontoi se) 1 %

Streptomycine 5000 lU/ml (réf. 15070, Life Technologies) 1 %

* un antifongique :

Fugizone 250 ug/ml, (réf: 15290, Life Technologies Sarl) 0,06 %.
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* un système tampon: NaHCO/C02, HEPES 1 M (acid e [(hydroxy-2-éthyl)-4 pip érazine]-l 

éthane sulfonique) (réf. 15630 , Life Technologies Sarl). Le pH du mili eu est ajusté à pH 7,4 par

addition de NaHC03 le cas échéant.

* du sérum de veau foetal (SVF) (réf. P30-1801 , Dominique Dutscher, France) 10 % v/v . Il est

préalablement décongelé ; décomplémenté à 56 "C pendant 30 min. Les lots de SVF ne

présentant pas une activité biologique constant e, le lot utilisé nOP97220 1 a été préalablement

"testé" pour être sélectionné.

11.1 .3.2) Support de cultures « in vitro »

Les mat ériels utilisés comme support de culture sont les suivants

- boîte de culture

- boîte de Pétri

- lamelles couvre-objet, 0 40 mm

11.1 .3.3) Entretien de la culture

(25 ou 75 crrr' , Costar, Dutscher, France)

(Costar, Dutscher, France)

(réf. 79726, Polylabo, Paris, France)

Le milieu de culture est écarté et les cellules sont lavées 3 fois en ajoutant 7 mL de mili eu

isotonique (PB S, mili eu sans Ca" , ni Mg '" ). Ce lavage perm et d'une part d'éliminer le sérum

qui inhibe l'activité enzymatique de la trypsine, et d'autre part de libérer des ions Ca' " qui

secondairement faciliteront l'adhésion des cellules. La solution de trypsinelEDTA, filtrée sur

0,22 I1m est ajoutée (2 mL) au mili eu . Le détachement du tapi s cellulaire est contrôlé au

microscope. L'action enzymatique de la trypsine est alors stoppée par effet de dilution en ajoutant

10 mL de mili eu de culture IM199. Cette susp ension cellul aire est transvasée dans des tubes

stériles en prenant soin de remettre les cellules en susp ension . Une centrifugation à 1200 t/min

pendant 10 min permet d'éliminer le surnageant et de remettre le culot en susp ension dans 5 mL

de mili eu de culture IM199. Un comptage des CE et une estimation de la viabilité cellulaire sont

ensuite effectués dans une cellul e de Thoma afin de resuspendre la suspension cellulaire dans un

volume de mili eu adéquat pour obtenir une suspension cellulaire contenant 103 çellules/mL

(pas sage) . Cette suspension cellulaire dite "mère" servira à ensemencer les différents supports de

culture utilisés (boîte de culture, lamelle couvre-objet) selon l'expérience envisagée .

Solution de trypsinelEDTA
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Trypsine liquide (réf. 25050-014, Life Technologies Sarl) préparée dans une solution de :

KCl 0,4 glL

NaHC03 2,2 glL

NaCl 6,8 glL

Glucose 1 glL

Rouge de phénol 0,005 glL

Acide éthylènedinitrilotétraacé tique (EDTA) (réf. K13490018, Merck)

La solution comprenant 2/3 de trypsine et 1/3 d'EDTA est préparée extemporanément,

filtrée et conge lée à -20 "C,

II.l.3.4) Concentration et viabilité cellulaire

La concentration cellulaire est évaluée par comptage des cellules présentes dans le

prélévement (l00 jrL), sur une cellule de Thoma.

La viabilité cellulaire est évaluée selon le test d' exclusion au bleu trypan. Les cellul es ne

permettant pas l' entrée du colorant sont considérées comme vivantes. La viabilité est déterminée

par le pourcentage des cellul es vivantes par rapport au nombre total de cellules.

Réactifs et protocole:

NaCl

Bleu trypan

Solution extemporanée :

trypan.

4,25 % (Plv)

0,2 % (Plv)

volume de la solution de NaCl + 4 volumes de la solution de bleu

A un volume de la solution de bleu trypan préparé extemporanément est additionné un

volume de suspension cellulaire. Au moins troi s comptages sont effectués sur chaque

prélévement.

II.13.5) Cultures en boîtes
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Les milieux de culture sont ensemencés de manière à obtenir une suspension cellulaire de

105 cellules par mL. Ils sont introduits dans des boîtes de culture de 25 ou 75 crrr'.

Les boîtes préparées sont placées dans un incubateur à 37°C dont l' atmosphère, saturée en

vapeur d' eau contient 5 % de CO2• Le milieu de culture IM199 est changé tous les deux jours et

un nouveau passage effectué tous les quatre jours.

11.1 .3.6) Culture sur lamelles couvre-objet rondes

Les lamelles couvre-objet sont dégraissées à l' éthanol et s' incorporent dans une chambre

d'analyse et d'observation en microscopie spécialement développée à cet effet permet de

contrôler les différents débits et taux gazeux CN2' 0 2) lors des expériences nécessitant une

atmosphère contrôlée (cf. plan en Annexe 4). Pour ensemencer le support de culture (lamelle

couvre objet 0 40 mm, réf. 79726, Polylabo, Paris, France) 500 JlL d'une suspension cellulaire

de 103 cellules par mL sont déposés sur la lamelle. La lamelle est ensuite délicatement posée

dans une boîte de Pétri stérile (Costar), qui une fois refermée, sera placée dans un incubateur à

37°C, avec une atmosphère riche en vapeur d'eau et contenant 5 % de CO2• Après 15 min au

repos, temps durant lequel les cellules sédimentent au centre de la lamelle, la suspension

cellulaire est homo généisée et répartie sur l' ensemble de la lamelle afin d'obtenir un tapis

cellulaire régulier sur toute la surface du support de culture. Les premiers ilôts endothéloïdes

avec développement de la membrane basale (matrice) apparaissent une heure après

l'ensemencement et 500 JlL de milieu de culture sont ajoutés. Pour que le milieu de culture

recouvre totalement la lamelle dans la boîte de Pétri , 3 mL de milieu sont ajoutés une heure

après .

Le protocole des cellules en culture sur des lamelles recouvertes d'un gel de gélatine est

décrit dans la partie II.2.10.1.b3.
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11.2) MATERIELS ET METHODES

11.2.1) Incorporation de cholestérol

11.2.1.1) Principe

L'hémisuccinate de cholestérol a été utilisé à la place du cholestérol car ce produit

présente une bonne miscibilité avec le cholestérol déjà présent et une meilleure solubilité que le

cholestérol dans les solvants (Bach et al, 1990). Le cholestérol est un stéroïde qui s'insère dans la

bicouche lipidique présentant son groupement OH à l'interface et interagissant avec les lipides

avoisin ants.

Tampon et réactifs

Tampon phosphate isotonique (PBS), pH 7,4, 300 mOsm

NaCl

KCl

Na2HP0 4

KH2P0 4

Glucose

Milieu d'incorpo ration

Polyvinyl-pyrrolidone(PVP)

Glucose

HEPES

"Serum albumine bovine" (BSA)

137mM

2,7 mM

6mM

1,5 mM

5mM

3,5 % (Sigma)

0,4 % (Sigma)

0,8 %

1 % (fraction V, Sigma réf. H-3375)

Lot 54H0243

Hémisuccinate de cholestérol ("5-cholesten-3p-ol 3-hemisuccinate")

Sigma réf. C-6512, lot 73H5032

L'incorporation d'hémisuccinate de cholestérol est réalisée selon la procédure décrite par

Shinitzky, 1979.
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11.2.1.2) Incorporation d'hémisuccinate de cholestérol dans les hématies

Des hématies de donneurs sains prélevées sur anti-coagulant EDTA sont lavées 3 fois

avec un tampon PBS pH 7,4 (137 mM NaCI, 2,7 mM KC I, la mM Na2HP04 et 1,4 mM KH2P04,

300 mOsm). A 2 mL d'une suspension d' érythrocytes à hématocrite 20 % sont ajoutés 20 mL de

milieu d'incorporation comportant différentes concentrations en hémisuccinate de cholestérol

(obtenues à partir d 'une solution au 1120 d'hémisuccinate de cholestérol solubilisé au préalable

dans l' éthanol ; 0,25 mg/mL). Un témoin est réalisé dans des conditions similaires, sauf que le

mili eu d'incorporation est sans hémisuccinate de cholestérol avec toutefois la même proportion

en éthanol. Un blanc dans du tampon phosphate permet d ' évalu er l'influence de l'incubation.

Après 12 h d'incubation à température ambiante, les hématies sont lavées 3 fois dans du PB S

II.2.1.3) Incorporation d'hémisuccinate de cholestérol dans les cellules endothéliales

Des lamelles couvre-objet (0 40 mm) sont ensemencées avec une suspension de cellules

endothéliales et cultivées jusqu'à confluence . Le milieu de culture est écarté pou r être remplacé

par un mili eu de culture enrichi ou non en cholestérol. L'hémisuccinate de cholestérol est

préalablement dissous dans le milieu IM199 pour obtenir des concentrations finales de 3,42 JlM,

6,84 JlM et 17,Il JlM. Après 4 heures d'incubation les cellules sont lavées avec du PB S puis

marquées en fonction des expériences (polari sation de fluorescence ou inhibition de fluorescence

par 1'02) ,

11.2.2) Fixation des hématies au glutaraldéhyde

Réactifs et protocole

Glutaraldéhyde (TEBU , Versailles, France)

Tampon Sorensen P04H2Na

P04HNa2

QSP eau distill ée

0,1 M

0,1 M

100mL
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Une suspens ion de globules rouges (0,5 mL) est incubée avec différents volumes d 'une

solution de glutaraldéhyde 1 % préparée dans du tampon Sorensen (pH 7,35) , pour un volume

final de 10 mL. Après une incub ation de 30 min à 4 "C sous une agitation légère, les globules

sont lavés 2 fois dans 10 mL de tampon Sorensen. Le culot est récup éré et dilué dans du PB S

pour obteni r une suspension cellulaire dont l'hématocrite est de 20 %.

11.2.3) Mesure de la fragilité osmotique des hématies

Le principe est de soumettre de façon continue, par dialyse, les hém aties à l' action d 'un

mili eu hypotonique décroi ssant (9 g/L NaCI à 0 g/L NaCI) entraînant l'hémolyse progressive des

érythrocytes . Les mesures sont effectuées avec un appareil développé au labo ratoire (Régul est,

Florange, France ; sous licence de l' Uni versité Henri Poincaré UHP Nancy 1) par Did elon et al ,

1996 . Après étalonnage pour déterminer les valeurs hautes et basses de la résistivité du milieu de

suspens ion par des électrodes, 160 ul. d'une suspension d'hématies diluée au 1140 (eau

physiolo gique) sont injectés dans une ence inte composée d'une membrane à dialyse (SpectraPo r

Spec trum, seuil de coupure 10000 Daltons) plongée dans 90 mL d' eau distillée. L'hémolyse est

suivie à 37 "C par une augmentation de la lumi ère transmise couplée à une diminution lente et

pro gressive de la concentration saline . Un graphique représente les valeurs de tran smission en

fonct ion de la concentration saline de la solution. Un prog ramme info rmatique de traitement des

signaux de l ' évolution de la lumi ère transmi se en fonction du temp s et de la concentration en

électrolytes minéraux donne les va leurs dites «lyse initiale» calcul ées par ajustement à la

technique de Dacie pour un seuil de transmi ssion de 2 %.

11.2.4) Mesure de la déform abilité des hématies

Le principe de la mesure de la déformabilité érythrocytaire par rétro-diffus ion laser est

largem ent développé dans l'Annexe 2. La déformabilité érythrocytaire est approchée par la

mesure de l'Index d' Elongation (noté aussi El) en fonction des contraintes tangentielles

appliquées se lon le principe de diffraction de la lumi ère par des particules (Bessis et Mohandas,

1975).

Ap rès régulation de la température (37 OC) 2,5 mL d'une suspension homogène contenant

50 g/L de polyvinyl-pyrrolidone et 10 ul. de suspens ion de globules rouges à hématocrit e 20 %

sont inject és dans l' entrefer d'un viscosimètre (LORCA, «Laser-assisted Optical Rotational Cell

Analyser» (Hardeman et al, 1987) (Academie Medical Center 1105 AZ Amsterdam).
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L'application de contraintes de cisaill ement (de 0,3 à 53,65 Pa.) induit un allongement

des hématies et les changements de formes des images de diffraction sont visua lisés par

projection sur un écran. Pour chaque valeur de la contrainte de cisaillement une caméra vidéo

enreg istre l'image et un programme permet le calcul de l'index d' élongation (El) avec

El = (A - B) 1(A + B)

où A et B correspondent respectivement aux axes verticaux et horizontaux des clichés de

diffr action.

11.2.5) Préparation des membranes d'hématies

De nombreux proto coles ont été élaborés en vue de préparer des membranes

d' érythrocytes par hémol yse (rapid e ou lente) en solution hypotonique. Certains permettent

d'obtenir avec un rendement assez élevé des membranes d' érythro cytes retournées (Kondo et al,

1980) ou referm ées (Heven et Solomon, 1979). Nou s avons choisi la méthode de Dodge et al

1963, modifiée et optimisée pour une libération maximale de l'hémoglobine résiduelle

membranaire. Cette libération dépend essentiellement de la force ionique et du pH de la solution

hémol ysante.

II.2.5.1) Tampons et solutions de lavages

Solution phy siologiqu e :

Tampon hémolyse :

NaCI

NaCI

EDTA

TRI S

0,9 %

10mM

ImM

ImM

Solution de lavage: l' échantillon de sang est lavé 3 fois à 220 g, à +4 "C dans une solution de

NaCI 9 % pour éliminer le plasma ainsi que les éléments figurés du sang tels que les leucocytes.

Le pH du tampon hémol yse est ajusté à 7,2 et l'osmolarité doit être comprise entre la et 30

mOsm (osmomètre Roebling).
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II.2.5.2) Hémol yse hypotonique rapide

Le culot d 'hématies obtenu lors du dernier lavage est resusp endu dans du tampon

hémolyse dans un volume correspondant à 10 fois le volume de sang de départ . Il est ensuite

maintenu sous agitation à + 4 "C pendant 30 min, puis centrifugé à 20000 g pendant 10 min (121,

Beckman, Palo Alto, Ca, USA). Le culot de membranes obtenu est ensuite soumis à une série de

lavages dans du tampon hémolyse, afin d' éliminer l'hémoglobine libérée au cours de l'hémolyse.

L'opération est répétée jusqu ' à obtention d'un culot de membranes parfaitement blanc, qui sera

ensuite resuspendu dans du tampon hémol yse. Cette évaluation visuelle reste subjective car une

petit e modification de la coloration de la suspension membranaire est difficile à apprécier. Une

série d ' expériences montrant l' effet du nomb re de lavages sur la quantité d 'hémogobine

membranaire résiduelle (avec une technique modifiée de quantification mise au point au

laboratoire) a été menée et est rapportée dans la partie 3. Il ressort de ces expériences que 8

lavages au moins sont nécessaires pour obtenir des fantômes d'hématies ne comportant plus

d'hémoglob ine résiduelle quantifiable ayant une influence significative sur les paramètres étudiés

lors de nos expériences (fluidité membranaire, inhibition de fluore scence par l'oxygène).

La suspension de membranes lavées est ensuite fractionnée pour les expér iences de fluidité

membranaire, d'inhibition de fluorescence et les dosages ultérieurs (protéines, stérols) puis

conservée à -80 "C (congélateur Sanyo, Ultra Low, réf. MDF-492AT).

11.2.6) Mesure de la fluidité memb ranaire

11.2.6.1) Mesure des anisotropies de fluorescence

a) Principe

Les méthodes spectroscopiques d' émission moléculaire et en parti culier la polarisation de

fluor escence, permettent d 'approcher la fluidit é membranaire grâce à l'analyse de la faculté de

rotation des sondes fluor escentes incorporées dans la structure membranaire. La technique de

polarisation de fluor escence se révèle d'un grand intérêt dans l' étude des relations structures

fonctions des membranes biologiques. Une fois incorporés dans le système biologique, les

marqu eurs fluorescents tradui sent les phénomènes de diffusion des lipides et/ou des protéines, et
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refl ètent égaleme nt les interactions lipides-protéin es ains i qu e la cohésion membranaire (échell e

locale, molécul aire).

b) Réactifs et sondes fluorescentes

Toutes les sondes pro viennent du même fournisseur (Molecular probes, Eugene city ,

Oregon, U SA) . Le DPH et le TMA-DPH sont dissou s respectivem ent dans du tétrahydrofurane

(THF) et du N,N-diméthylformamide (N,N-DMF) à la concentration de 2 mM (solution mère) .

Ces solutions sont sto ckées à l'obscurité à +4 "C et renouvelées tous les 15 jours. Les

acides n-(9 -anthroyloxy) stéariques (n = 6 et n = 12) sont dissous dans de l' éthanol à la

concentration de 2 mM.

Ces solutions d'acide stéarique resp ectivem ent 6-AS et 12-AS sont sto ckées à l 'obscurité

à -20 "C et renouvelées tou s les 15 jours.

Tampon pho sph ate (PBS) : NaCI

KCI

Na2HP0 4

KH2P0 4

Glucose

137mM

2,7 mM

6mM

1,5mM

5 mM

Les sondes utilisées dans le cadre de cette étude et représentées sur la figure 9, ont été les

suivantes :

1.6-Diphén yl-1.3.5-hexatriène (DPH)

L'émiss ion de fluorescence de cette sonde en milieu hydrophobe présente un rendement

quantique élevé . Elle est par contre peu fluo rescente en solution aqueuse. Cette molécule

s'incorpore facilem ent dans les régions profondes de la membrane et le marquage est stable

(Schachter et al , 1982).

r riméthyl ammonium 1.6-diphényl-1.3.5-hexatriène (TMA-DPHl

Grâce à un groupeme nt triméthylammonium chargé, cette sonde se localise à la partie

supé rieure des chaînes d ' acides gras des phospholipides (têtes polaires) (contrairem ent au DPH)
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et pénètre beaucoup plus lentement à l'intérieur des cellules. Le TMA-DPH est un marqueur plus

sélectif de la membrane (Illinger et al, 1995).

Acide 6-(9-anthroyloxy)stéarique (6-AS) et acide 12-(9-anthro yloxy)stéarique (l 2-AS:)

Certains marqueurs ont l'avantage sur les précédents d 'avoir une position plus définie

dans les membranes. En effet, les acides gras fluorescent s présentent un chromophore qui peut

être greffé sur différents carbones de chaîne d'acide gras. Ainsi selon la position du chromophore

sur le 6ème et 12ème carbone de la chaîne acyle, ces acides stéar iques modifiés peuvent explorer des

régions superficielles de la membrane (6-AS ) et plus profondes (I 2-AS) (Thulborn et al , 1979).

Les caractéristiques spectrales des acides n-(-9-anthroyloxy) stéariques n = 6 et n = 12

permettent une élimination partielle de l' effet inhibiteur de l'hémo globine et autorisent des

mesures sur des hématies intactes.

Phosphol ipide

Phase aqueuse

Phase lipidique

TMA-DPH

CH3

/H H3~I/CH3
-------- N + ----------------------

Tête Polaire

co

Il
o

12-A S

'-/OH 0,
-- ---- C -- --------- - ----

co
Il
o

6-AS : acide 6-(9-anthroyl)stéarique; 12-AS : acide 12-(9-anthroyl)stéarique
.QPH : 1,6-diphényl-1,3,5-hexatriène ; TMA-DPH : triméthyl ammonium DPH
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Figure 9 : Structure chimique et localisation dans la bicouche membranaire des sondes utilisées
en polarisation de fluorescence.
c) Protocole de marquage

c1) Marquage des hématies intactes avec les acides stéariques 6-AS et 12-AS

A une suspension cellulaire de 106 cellul es, sont ajoutés 3 ul. de la solution de 6-AS ou

de 12-AS pour une dilution finale de 2 IlM. Les échantillons marqués sont ensuite incubés

30 min à l'obscurité et à 25 "C,

Les acid es n-(9-anthroyloxy) stéariques étant fluor escent s en mili eu aqueux, les

déterminations de polarisation de fluorescence sont faites après un lavage supplémentaire, afin

d ' éliminer les molécul es de marqueur libre dans la suspension. Le surnageant est élim iné après

une centrifugation de 10 min à 300 g et les cellul es resuspendues dans 3 mL de PB S avant

d' effectuer les mesures à 25 "C.

c2) Marquage des membranes érythrocytaires avec le OPH et TMA-OPH

Les suspensions des membranes d 'érythrocytes sont ajustées à une concentration de

100 ug de prot éines par mL. Pour le marquage, 0,5 ul. de la solution de marqueur sont ajoutés

par ml de suspension membranaire pour obtenir une dilution final e du marqueur à 10-6 M.

L 'incubation se fait à 25 "C à l'obscurité et les durées sont de 15 min pour le TMA-DPH et de 30

min pour le DPH. Les mesures d 'anisotropie de fluorescence sont ensuite effectuées à + 25 "C,

c3) Marquage d'une monocouche de cellules endothéliales

Des cellules endothéliales cultivées à confluence sur des lamelles couvre-objets (cf.

11.1.3.6) sont utili sées pour mesurer les valeurs d'ani sotropie de fluor escence du DPH et du

TMA-DPH. Pour le marqu age, 3 ul. des solutions mères de DPH ou de TMA-DPH sont ajoutés à

3 mL de mili eu IM199, volume nécessaire au bon recouvrement de la lamelle dan s une boîte de

Pétri. Après une demi -heure d'incubation, le mili eu est écarté et les lamelles sont lavées en les

plongeant 3 fois dans 3mL de PBS.

d) Appareillage

d1) Mesure en cuve sur des suspensions : hématies. membranes d'hématies

Les mesures sont effectuées sur un appareil prototype de polarisation de fluo rescence en

exc itation continue de confi guration « T » validé au laboratoire (Mull er et al, 1986). La longueur
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d'onde d' excitation (365 nm ± 2 nm) est sélectionnée par un filtre interférentiel. L' émi ssion est

mesurée à travers un filtre à bande passante centré sur 420 nm (± 20 nm) pour le DPH et le

TMA-DPH et 450 nm pour l' étude avec les acides stéariques fluorescents (6-AS et 12-AS).

d2) Mesure sur lamelle : Monocouche de cellules endothéliales

Les CE, cultivées sur une lamelle couvre-objet ronde, n'ont pas subi de digestion

enzymatique afin que la monocouche cellul aire (membrane basale en particulier) préserve ses

caractéristiques morphologiques. Après incorporation de la sond e fluorescente dans les cellules,

la lamelle couvre-obj et est introduite dans une cuve en quartz. Les mesures sont effectuées sur un

spectrofluorimètre SLM 48000 (SLM AMINCO Instruments , Bioritech, Chamarande, France).

Un système de polariseurs placés à l' excitation permet de mesurer simultanément les

composantes 1/1 et 11. de l'intensité de fluor escence émise. La confi guration optique (longueurs

d'onde d' excitation et d ' émission , filtres) est identique à celle du fluofluidimètre utili sé pour les

suspensions cellulaires. Le facteur de corré lation entre les deux photomultiplicateurs (facteur G)

est calculé et appliqué aux valeurs des intensités. L' appareil est couplé à un microordinateur qui

calcule à parti r des deux intensités les paramètres d ' anisotropie et d 'intensité de fluorescence.

II.2.6.2) Mesure de la fo rmation d'excimères intermoléculaires de dérivés du p yrène

a) Principe

Des mesures de "fluidité membranaire" ont été réalisées en mettant à profit la formation

d'excimères intermoléculaires (cf. II.2.10.2.2.) dont la cinétique est limitée par la diffu sion l'une

vers l'autre des mol écules d'acide pyrène dodécanoïque (PDA) (Eisinger et al, 1986 ; Dix et

Verkman, 1990 ; Gatt et Fibach, 1988; Galla et Sackmann, 1974). Cette technique ne renseigne

pas directement sur la microviscosité membranaire, mais uniquement sur les processus

diffusionnels des molécules de PDA, que certains auteurs relient à la "fluidité memb ranaire"

(Caimi et al, 1993).

b) Mesure

Dans ces expériences, nous considérons le rapport des intensités de fluor escence des

excimères (IexJ et des monomères (Imono) du PDA, mesurées respectivement à 475 11111 et 376 l1l11.

De plus amples détail s figurent dans la parti e "Materials and Methods" de l'article 1.
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Il.2.7 Dosages biochimiques

11.2.7.1) Protéines membranaires

La concentration en membrane érythrocytaire est déterminée par le dosage des protéines

membranaires. La précision, la fiabilité et la reproductibilité de la méthode de dosage retenue

conditionnent par la suite la validité des résultats expérimentaux exprimés en rapport des

concentrations [cholestérol] / [protéines]. De plus les mesures de fluidit é membranaire et

d'inhibition de fluorescence, qui nécessitent l'incorporation d'un marqu eur fluorescent dans la

membrane, sont largement dépendantes du rapport [membrane] / [sonde].

Trois techniques de dosage des protéines membranaires ont été comparées :

- la méthode de Lowry (Lowry et al, 1951)

- la méthode primitive par la différence des absorbances à 260 et à 280 nm,

- la méthod e à l' acide bicinchoninique (<< Bicinchoninic acid protein assay» , kit Sigma).

Selon le standard utilisé pour établir les droites étalons avec chaque technique, les valeurs

mesurées varient de manière importante. Plusieurs standards ont également été comparés avec

chaque technique de dosage: HSA-globulines, HSA et BSA.

• HSA-globulines, mélange d'albumine humaine (50 g/L) et de globulines humaines (30 g/L)

(réf. 540-10 Sigma).

• HSA "human serum albumine", Kit Sigma, réf. B-9643, Lot 14H8530.

• BSA" bovine serum albumine", Fraction V, Sigma, réf. A-3912, Lot I1HOI03.

a) Méthod e de Lowry

a1) Principe

Cette méthode consiste en un dosage colorimétrique, la coloration bleue finale étant due à

une réaction se déroulant en deux étapes :

- Réaction des protéines avec le cuivre en milieu alcalin qui donne naissance à un compl exe

cuivrique.
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- Oxydation du complexe cuivrique par le réactif de Folin-Ciocalteu . La réaction se fait

essent iellement entre les rés idus aya nt des chaînes oxydables tels que la tyrosine ou le

tryptophane et l' acide phosphomolybdique-pho sphotungstique (Legler et al, 1985).

a2) Réactifs et protocole

(Merck réf. 2790.0250)

a) solution alcaline de tartrate

NaHC03 49,0 mM

Tartrate de Na' , K+ 1,70 mM

NaOH 0,10 M

QSP eau distillée 1000 mL

b) Solution cuivrique

CuS0 4, 5H20 1,5 %

(Prolabo réf. 27778.293)

(Prolabo réf. 27068.23)

(Prolabo réf. 28252.293)

c) Solution cuivrique alcaline préparée extemporanément

Solution alcaline de tartrate 50 mL

Solution cuivrique 1 mL

d) Réacti f de Folin-C iocalteu (Prolabo réf. 31360 .264)

A 1 mL de suspension membranaire sont ajoutés 10 mL de solution cuivrique alcaline.

Après 15 min d 'incub ation, 1 mL de réactif de Folin dilué au Y4 dans de l' eau distillée est ajouté

au mélange. 1 mL de tampon hémolyse est traité de façon simil aire et constituera le blanc de ce

dosage. Au bout de 15 min, la lecture est effectuée à 750 nm sur un spec trophotomètre UV

visible (DU600 Beckman). Les valeurs d'absorbance obtenu es sont rapportées à une courbe

déterminée par rapport à l'albumine et qui est défini e par l' équation suivante :

y = 87,3 x2 + 66,974 x - 0,567 avec y : la concentration en protéines

et x : l'absorbance à 750 nm

b) Méthode à l' acide bicinchoninique (méthode BCA)

Nous avons utili sé le kit commercial "Bicinchoninic acid protein assay kit" BCA-l ,

Sigma N° B-9643
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b1) Principe

Il s'agit d'une méthode récente (kit de dosage commercial) qui combine la réduction de

CuH par les protéines en Cu' en milieu alcalin et la détection de Cu' par l' acide bicinchon inique

par la formation d'un complexe. Ce complexe est soluble dans l' eau et présente une forte

absorption à 562 nm.

b2) Réactifs et protocole

Solution d'acide bicinchoninic (réactif A), solution à 4 % de pentahydrate de sulfate de

cuivre (II) et solution de protéine standard (HSA). Le protocole est décrit très précisément sur la

notice du kit et ne comporte pas de difficultés particulières.

c) Choix de la méthod e de dosage des protéines et du standard

Méthode de dosage

Pour un même standard (BSA), les trois méthodes de dosage des protéines membranaires

ont été comparées. La figure 10 mont re les droites étalon obtenues par ces dosages de référence.

Il appa raît clairement que la méthode de dosage "BCA" présente une droite étalon plus

appropriée à nos dosages.
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• Lowry

• BeA

• Abs 280nm

[BSA] en ~g

Figure 10 : Détermination des droites étalons pour chaque technique de dosage des protéines
membranaires avec la "bovine serum albumine" (BSA) comme standard.
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Standard

Nous avon s ensuite comparé les résultats des dosages avec la technique "BCA" de trois standards

couramment utilisés pour le dosage des protéines : la BSA, la HSA et un mélange HSA

globulines hum aines. Les résul tats qui figurent sur la Figure Il font état d'un e meilleure linéarité

de la droite étalon avec le mélan ge HSA-globulines humaines.
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Figure 11 : Comparaison des droites étalons de trois standards (BSA, HSA et HSA-Glob) par la
technique "BCA ".

II.2.7.2) Extrac tion du cholestéro l membranaire

a) Principe

L'extraction des lipid es membranaires est effectuée selon la méthode de Rose et

Oklander, 1965. C ' est une méthode simple, rapid e et reproductible permettant l' extraction

quantitative du cholestérol avec un rendement optimal. Le prin cipe de la méthode est basé sur la

combinaison d 'un solvant pol aire, l'i sopropanol , déstabilisant les liaisons hydro gène, et d 'un

solv ant non polaire, le chloroforme, entraînant les lipid es membranaires.

b) Réactifs et protocole
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Isopropanol Prolabo, réf. 20848.32 1

Chloroforme Prolabo , réf. 227 16.32 1

L'extraction est faite avec 1 mL de suspension membranaire, la concentration pro téique

correspondante se situant toujours entre 300 et 500 ug de protéines par mL de suspens ion. A 1

ml de suspension membranaire sont ajoutés Il mL d'i sopropanol. Le mélange est ensuite agité

latéralement sur un plateau vibrant pendant 15 min avant d'ajouter 7 mL de chloroforme. Après

une nou velle incubation de 15 min , les extraits sont filtrés sur un filtr e hydrophobe (Whatman 1

ps). L ' étape de filtration permet d' éliminer les débris membranaires dénaturés par les solvants.

Le traitement dans les mêmes conditions de 1 mL de tampon hémolyse permet d 'obtenir un

blanc . Les extraits lipidiques sont ensuite évaporés à 37 "C sous flux d'azote. L'évaporation est

total e au bout de 60 à 90 min . Le résidu sec ainsi obtenu est ensuite resuspendu dans 2, 5 mL de

chloroforme . Ce volume est calculé de façon à obteni r des concentrations de cholestérol se

situant vers le centre de la gamme étalon.

11.2.7.3) Dosage du cholestérol

a) Principe

La détermination de la quantité de chol estérol membranaire a été faite par la méthode

décrit e par Zak et Zlatki s, 1969, utili sant l'ophtalaldéhyde . Elle est basée sur la réaction du

cholestéro l avec les aldéhydes aromatiques (Zlatkis, 1953). C' est une méthode sensible,

perm ettant l'obtention d 'une coloration rose stable. Elle offre de plus l'avantage d'éviter les

interférences avec la bilirubine, comme c' est le cas dans la méthode de Liebermann et Burchard.

D' aut re part , l'ophtalaldéhyde réagissant spéc ifiquement avec le cholestérol, les interférences

dues aux autres stérols existant dans la membrane peuvent être évitées (Zak, 1977) .

b) Réactifs et protocole

Ophtalaldéhyde (OPT) Sigma, réf. P1378

Ac ide acétique glacial Pro labo, réf. 20104.2 98

Acide sulfurique Merck, réf. K 0406 3331

La solution d'OPT est préparée extemporanément à raison de 0,5 mg d'OPT/mL d'acide

acétique.

A 250 ul. de chaque susp ension chloroformique : extrait lipidique, blanc ou gamme

étalon, sont ajoutés 2 mL de la solution d 'OPT. Une agitation vigoureuse au vortex est
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nécessaire. Après 15 mm d'incubation, 1 mL d' acide sulfurique est ajo uté. Le mélange est

également homogénéisé vigoureusement ju squ' à obtention d'une coloration rose. La lecture de

l' absorbance est effectuée à 560 nm.

Courbe d'étalonn age

Sur la figure 12 est représentée la courbe d'étalonnage obtenue pour le dosage du

cholestérol.
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Figure 12 : Gamme étalon du cholestérol.

II.2.7.4) Dosage de l'hémoglobine membranaire résiduelle

a) Principe

Les dosages d'hémoglobine se font généralement par la mesure de l'absorbance à 540 nm

après transformation en cyanméthémoglobine sous l'action de ferricyanure de potassium. Cette

technique se prête bien aux mesures de grandes quantités d'hémoglobine comme dans le sang

total ; homm e adulte 13 à 16 g/lOO mL, femme adulte Il ,5 à 15 g/l OOmL. Pour ce dosage un kit

commercial Sigma Diagnostics (total hemoglobin , réf. 525-A) a été utilisé.

De très petites quantités d'hémoglobine peuvent également être détectées par des mesures

d'absorbance au niveau de la Bande de Soret (418 nm). Cette technique se prête mieux à de

faibles concentrations en hémoglobine : de 0,2 à 4 ug hème/mL (Dodge et al, 1963).
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Le dosage de l'hémoglobine membranaire résiduelle après hémol yse est délicat pui sque

porte sur de très faibles concentrations. Nous avons reporté les valeurs des absorbances à 420 nm

et 540 nm pour différentes solutions de sang total après dilution (18 gll 00 mL) afin d'établir une

courbe d'étalonnage.

La concentration en hémo globine membranaire rés iduelle est déterminée par rapport à

cette courbe d'étalonnage.

b) Réactifs et protocole

Réactif de Drabkin, Sigma, réf. 525-2

Hémo globine standard, Sigma, réf. 525-18

Bicarbonate de sodium 100

Ferricyanure de potassium 20

Cya nure de potassium 5

Pour des suspensions de membranes d' érythro cyte ayant subi plusieur s étapes de

centrifugat ion et de lavage au PBS (de 3 à 9), la quant ité d 'hémo globine résiduelle a été estimée

par des mesures d' absorbance à 420 mTI et rapportée à une courbe étalon d'Hb pure.

II.2.7. 5) Composition biochimique des plasmas hum ains

Les dosages biochimiques des différents plasmas prélevés chez des patients volontaires

ont été réalisés au laboratoi re de Chimie Hématologique de l'Etabli ssement de Transfusion

Sanguine de Lorraine (Pr Vigneron) , les immunoglobulines par néphélométri e et les protéines

autres par electrophorèse.

11.2.8.) Mesure de la viscosité des solutions de glycéro l et des plasmas sanguins

La viscosité sangume est mesurée à l'aide d'un viscosimètre capillaire AMTEC

(Sematech, Nice, France) à 37 "C. Avant chaque mesure, un étalonnage avec de l'eau distill ée est

réa lisé . Deux cellules de détection permettent d'appréhender le temp s que met la solution à tester

pour parcourir la distance qui les sépare . L'appareil calcule la viscosité en centiStockes par

rapport à celle de l'eau distill ée (0,6961 cSt) (Expert , 1986)
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Il.2.9) Etalonnage du mélangeur de gaz avec une électrode à oxygène linéarité

de la réponse

II.2.9.1) Description des appareils

Pour les expériences nécessitant des pression s partielles en O2 différentes, le mélange de

gaz est distribu é par deux débitmètres massiques Hastings HFM contrôlés par un régul ateur de

débit mas sique PSRCE2 (Coffret Schaeffer Technics, Nozay, France) qui comprend un

potentiomètre de consigne pour chaque gaz. Un facteur de correction corr ige selon la réponse des

débitmètres dans les conditions normales de temp érature et de pression: 1,02 pour l'azote et 0,97

pour l'oxygène. Pour que le mélange soit homo gène malgré une petite différence des densités

atom iques de l' oxygène et de l' azote (16 et 14 respectivement), le mélange est homogénéisé par

bullage dans de l' eau distill ée pour délivrer un mélan ge humidifié. Un afficheur digital délivre,

pour une échelle d'affi chage de 5 volt s, une valeur de débit (crrr'zmin ou L/min). Les

caractéristiques des débi tmètres HFM 202 sont les suivantes :

Gamm e de °à 1°cnr'zmin ; Précision ± 1 % de l'échelle ;Pression 1 bar relatif

Pression Atmosphère; Répétabilité ± 0,2 % de l'échelle ; Perte de charge 10 millibar

Taux de fuite 10-9 crrr'zs ; Facteur de température 0,2 %fOC (0 à 50 oC) ;

Signal de mesure °à 5 Volts continu intrinsèquement linéaire

La proportionnalité de la réponse par rapport à la quantité de gaz a été vérifiée en

confrontant les va leurs des consignes imposées au régulateur des débitmètres aux valeurs

délivrées par une électrode à oxygène (oxymètre Consort IP65, Turnhout, Belgique), matériel de

référence. L'oxymètre et les électrodes fonctionnent selon le principe de Clark avec une cathode

en platine et une anode en argent. La tension de polarisation est de 800 mV, et 1'02 existant est

réduit en ions OR à la cathode. Le courant résultant de cette transformation est proportionnel à la

concentration en O2dan s la solution à mesurer ou gazeux, amplifié, corri gé et affiché en ppm ou

mg/L d'02'

Gamme de °à 60 ppm (mg/L) ; Saturation de°à 600% ; Température de °à 50°C

Précision 0,01 ppm/O,I %/0,1 "C ou 1 % de la lecture ; Entrées BNC + Banane pour

l'électrode à O2; Compensation de température automatique ; Sort ie digitale RS232

programmable ; Sortie analogique °à 2 Volts; Affichage LCD 8 unit és/caractères

Humidité relative °à 90 % (sans condensation)
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II.2.9.2) Mesure de la linéari té de la réponse des débitmètres

Une étape d'étalonnage est nécessaire car la précision des mélanges des gaz délivrés par

des débitmètres massiques conditionne les résultats des expériences d' inhibitio n de fluorescence

par 1'02' L'exactitude des valeurs des constantes d'inhibition (Ks et Kd) est donc dir ectement liée

à la précision des mélanges gazeux. A parti r d'un gaz riche en N2 (100 %) et par pas de la %, le

mélange gazeux était enrichi en oxygène durant la minutes (bull age). Des mesures sont ensuite

effectuée s à l'aide de l'électrode à 0 2 qui donne une conce ntration en 0 2 (mg/L). La figure 13

montre la linéarité de la réponse en mili eu gazeux (air) ou en solution dans du PB S ou du milieu

de culture (lM199).
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% 02délivré par les débitmètres
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Figure 13 : Relation entre la précision des débits délivrés par les débitmètres massiques et la
concentration en O2 mesurée par une électrode à oxygène.

Nous avons ains i vérifié que les débitmètres massiques délivraient des débits en gaz de

manière proportionnelle aux va leurs de cons igne demand ées. La linéarité de la réponse mesurée

par pol arographie, qui reste la méthode de référence, nou s assure d'une parfaite calibration des

débitmètres qui délivrent un mélange gaze ux avec exactitude et précision.

De plus, cette relation permet d'exprimer les résultats aussi bien en atm" , % ou mg/L.
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Il.2.10) Expériences d'inhibition de fluorescence par l'oxygène moléculaire

11.2.10.1 ) Configurations matérielles et mesures des signaux de fluorescence

Les caractéristiques matérielles et spec troscopiques des app areils utili sés sont décrits dans

le tabl eau 6.

a) Mesures du signal de fluorescence dans une cuvette à circulation en quartz.

Nous utili sons des cuvettes à circulation (199QS, Hellma, France) de 3 mL qut

permettent l'inj ection d'un mélange gazeux délivré par un mélangeur de gaz. Le gaz est injecté

dans une tubulure de la cuve tte et bulle par le fond de la cuvette, ce qui facilite la mis e en

suspension des parti cules contenues dans la solution et contribue à une meilleure reproductibilité

des résulats.

Cette configuration a été utili sée pour les mesures des intensités de fluo rescence à l'aide

d'un spec trofluorimèt re Fluoromax-2 ou Fluorolog (Spex-Jobin-Yvon) et pour la détermination

des durées de vie de fluo rescenc e aussi bien en modulation de phase (SLM 48000, Aminco)

qu'en comptage monophotonique (appareil construit au DCPR).

Des mesures de déclin des intensités de fluor escence en cuve tte ont éga lement été

effec tuées à l'aid e d'un montage développé au laboratoire et dénommé Boxcar MC

Ce derni er a essentiellement perm is de comparer les valeurs des durées de Vie

déterminées sur des solutions (en cuvette) à celles obtenues dans les mêmes conditions dans une

configura tion microscop ique Boxcar MM.

b) Mesure dans une chambre d'analyse en "configuration microscopie".

Le montage expérimental permet la capture d'images à l'aide d'un e caméra CCD, ou

l'acquisition d'un signal de fluorescence à l'aide d'un photomultiplicateur (schéma 1).

Une chambre d'analyse, (schémas 1 et 2 et plan en Annexe), a été conçue et réalisée par J.

Didelon pour recevoi r une lamelle couvre-objet. Celle-ci, d'une épaisseur de 0,17 mm respecte

les recommandations liées à l'optique des objecti fs et sert de support à la culture de cellules

endothéliales dans le cadre des expériences d'inhibition de fluorescence par l'oxygène. Une
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deuxième lamelle, des joints en silicone et deux couvercles vissés assurent l'étanchéité de la

chambre .

La chambre d'analyse est solidarisée à la platine d'un microscope inversé à fluo rescence

(Olympus, IX-70) dont les caractéristiques techniques figurent dans le tableau 6.

Différent s mélanges gaze ux (% O2 / % N2) humidifiés (par bull age dans de l'eau distill ée)

sont injectés dans la chambre d'analyse à l'aide de deux débitmètres massiques et d'un régulateur .

Pour chaque mélange et après 15 min d'inj ection très précisemment , les mesures des

intensités de fluo rescence ou les détermination s des durées de vie de fluorescence sont

effectuées .
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MICROSCOPIE A FLUORESCENCE
Chambre de mesure en atmosphère contrôlée

..------- --- ------..
MICROSCOPE INVERSE A FLUORESCENCE

CAMERACCD PHOTOMULTIPLICATEUR

32.2"22.
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la : Exemple d'une image de fluorescence capturée à l'aide d'une
caméra CCD en "configuration microscopie" : monocouche de
cellules endothéliales marquées (PBA, 1flM, 20 OC). x20.

1b : Exemple de déclin des ntensités de fluorescence mesurée à l'aide
d'un photomultiplicateur en "configuration microscopie" marquées
(PBA, 1 flM, 20 -c, gain : 0,460 v, fenêtre: 3).

Schéma 1 : Mesure dans une chambre d'analyse en configuration microscopie: Capture des images (niveaux de gris) et recueil des intensités de
fluorescence.
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lamelle 0,17 mm
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Entrée gaz
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Schéma 2 : Représentation de la chambre d'analyse utilisée en "configuration microscopie".

Selon les types d'expériences , différentes combinaisons ont été utilisées en "configuration

microscopie" :

• Inhib ition de fluorescence par l'oxygène des dérivés pyréniques dans les cellules:

endothéliales.

• Inhibition de fluorescence par l'oxygène du Ru(phen) incorporé dans un gel de gélatine.

b1) Inhibition de fluorescence par l'oxygène des dérivés pyréniques dans les cellules

endothéliales en "configuration microscopie".

Une mono couche de cellules endothéliales à confluence est marquée à l'aide des sondes

PBA et PDA selon un protocole décrit le chapitre "Matériels et Méthodes" de l'article 5.

b2) Inhibition de fluorescence du Ru(phen) par l'oxvgène dans les cellules

endothéliales en "configuration microscopie".

Une monocouche de cellules endothéliales à confluence est marquée à l'aide d'une

solution de Ru(phen) 1,5 10,4M dans du milieu de culture lM 199. Le protocole est décr it dans la

part ie II.2.10.2.b2.
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b3) Inhibition de fluorescence du Ru(phen ) par l'oxygène dans un gel de gélatine en

"configuration microscopie"

Gel de gélat ine : Une solution de gélatine est reconstituée à chaud par dissolution d'une poudre

blanche de gélatine dans de l'eau distill ée (G-1890, Lot 541-107245, typ e A de porc, Sigma). Une

solution de Ru(phen) solubilisé dans de l'eau distillée y est incorporée. Ce mélange est ensuite

stérilisé sur filtr e 0,22 um, puis 0,5 mL sont déposés sur une lamelle cou vre-objet préalablement

dégraissée et stéri lisée à l'éthanol. Pour le dépôt, une tabl e plane avec niveaux de contrôle est

recommandée. Après 2 heures à température ambiante, le gel est solidifié. En resp ectant le

volume du dépôt et une répartition uniforme sur tout e la surface de la lamelle, l'épai sseur du gel

solidifié est de 1 mm ± 0,2.

Film de PLGA : Le PLGA nous a été aimablement confi é par le Groupe Polym ères &

Biosystèm es (LCPM, URA CNRS 494 ENS IC, Dr R. Gref, Pr E. Dellacherie). Il s'agit d'un

polymère d'acides organiques hydrophobes. Pour le dépôt du film , 0,5 mL d'une solution de

PLGA, préalab lement dissoute dans CH 2Cl2 (40 mg 1mL) sont déposés délicatement à la surface

du gel. Après évaporation du solvant (quelques min) , un film légèrement blanchâtre apparaît à la

surface du ge l. Nous avons vérifi é qu'une couche de 4 films s'avérait nécessaire pour annuler

totalement l'effet de la temp érature sur le gel et ainsi stopper la diffusion du fluorophore dans le

mili eu de culture .

Culture cellulaire : Une lamelle sur laqu elle a été cou lé un gel (recouvert d'un film de PLGA) est

déposée dans une boîte de Pétri (Costar, Dutscher, France) à température ambiante durant 2 h.

L'adhésion des cellules endothéliales dans un incubateur à 37 "C a lieu une heure après

l'ensemencement.

Les mesures des signaux de fluorescence du Ru(Phen) sont réa lisées en fonction de plusieurs

paramètres:

• Influ ence de la con centration en gélatine dans un gel

A des gels contenant différentes concentrations en gélatine (de 2 à 8 g/L ) , une solution

de Ru(ph en) dan s l'eau a été ajoutée pour obtenir une concentration finale en sonde de 2,5. 10.4 M

• Influence de la concentration en Ru(phen) dans un gel de gélatine

Différents vo lumes d'une solution mère en Ru(phen) sont introduits dans des gels de

gélatine (6 g 1L ) pour des con centrations fina les de : 10-4 M ; 1,5.10.4 M ; 2. 10-4 M et 2,5.10-4 M.
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Pour atteindre les molécules de Ru(phen) et inhib er la fluorescence, l'oxygène doi t traverser

latéralement et transversalement le gel de gélatine.

• Influ ence de la viscos ité de solutions de plasmas déposés sur un gel de gélatine

0,5 mL de plasmas pro venant de patients atteints de macroglobulinémie sont déli catement

déposés sur une lamelle recouverte d'un gel de gélatine (6 g/L). Les expériences sont reproduites

dans les mêmes conditions mais avec du plasma de donneur sain et du PBS.

Pour atteindre les molécules de Ru(ph en) incorporées dans le gel, l'oxygène doit traverser la

suspension de plasmas sanguins ou de PBS.

• Influ ence d'une mono couche de cellules endothéliales cultivée sur un gel de gélatine

Les cellules endothéliales en culture synthétisent une membrane basale. L'emploi d'un

support de culture (boîte, lamelle...) prétraité (revêtement d'un gel) n'est pas indispensabl e, mais

facilite l'adhésion et la croissance. Dans notre cas, le gel évite le contact direct entre les cellules

endot héliales et la sonde fluorescente qui est incorporée dans le gel. Les conditions

d'ensemencement (concentration cellulaire) et de culture sont identiques à celles décrites dans la

partie II.1. 3.6, sauf que la lamelle est recou verte d'un gel de gélatine (6 g/L) et d'un film de

PLGA (4 couches).

Pour atte indre les mol écules de Ru(phen) incorporées dans le gel, l'oxygène doit traverser la

monocouche de cellules endothéliales.

• Influ ence d'une monocou che de cellules endothéliales cultivée sur un gel de gélatine et

recouverte de plasmas plus ou moins visqueux.

Cette expérience est réalisée dans les mêmes conditions expérimentales que la précédente,

et comporte une étape en plus ; 0,5 mL de solutions de plasmas sanguins ou de PBS sont déposés

sur la monocouche cellulaire.

Pour atteindre les mol écules de Ru(phen) situées dans le gel, l'oxygène doit traverser la

suspension de plasma et la mono couche de cellules endothéliales.

11.2.10. 2) Réactifs et sondes fluorescentes

a) Formules chimiques
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Les formu les chimiq ues des différents composés utilisés sont présentées dans le tableau 6.

b) Concentration en sondes fluorescentes

b1) Dérivéspyréniques: PilA . PDA. PIODA. PIODA-Choi

Les divers proto coles de marquage ainsi que les concentrations en sondes fluorescentes

figurent dans les chapitres "Matériels et Méthod es" de la partie III.

Dans le cas des dérivés pyréniques, lorsque la concentration locale en sondes augmente

au delà d'une concentration dite "concentration critique", il y a formation d'excimères

intermoléculaires (Lee-Gau et Thompson, 1985 ; Vekshin ,1987 ; Dix et Verkman, 1990). Ceux

ci participent au phénomène d'inhibition de fluorescence. Un excimère est un complexe qui se

forme entre une molécule excitée et une molécule de même espèce dans l'état fondamenta l. Ce

complexe n'a d'existence que dans l'état excité et se désactive en un état répulsif qui se dissocie

immédiatement en ses deux composants. La fluorescence d'excimère est très caractéristique, car

elle ne présente pas de structure fine de vibration et apparaît comme une band e large. De plus,

elle est perçue à une longueur d'ond e plus grande que la fluorescence normale (470 nm) (Figure

14). Cette propriété a été mise à profit pour la mesure de la cinétique de format ion d'excimères

intermoléculaires en rapport avec la "fluidité" membranaire.
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Nom Formule chimique Pureté Solvants

PRA Chloroforme
(CH2)3COOH

Acide 4-(l-pyrényl)- Cyclohexane

butyrique 98 %

Molecular Probes P-32 Diméthylformamide

Sigma P-1407
(Lot 32H3608)
PDA

(CH2)11COOH Chloroforme
Acide 12-(l-pyrényl)-
dodécanoïque 99% Cyclohexane
Molecular Probes P-96
Sigma P-7209 Diméthylformamide

(Lot 75H0575)

PIODA
(CH2)gCOOH Chloroforme

Acide 10-(1-pyrényl)-
décanoïque 96% Cyclohexane

Sigma P-8409
(Lot 84H4073) Diméthylformamide

PIODA-Chol Chloroforme

Acide 1O-(l-pyrényl)-1 0 Cyclohexane
KetodecanoyI-cho1estero 1 C53H7003 95 %
Sigma P-4025 CLI-IP DiméthyIformamide
Lot 20H4006

Chloroforme

Pyrène Cyclohexane
Aldrich 99%

DiméthyIformamide

Ru(phen)
Méthanol

Tris( 1,1O-phenantroline)
ruthenium(lI)chloride 98 % Eau
hydrate
Aldrich 34,371-4

Tableau 7 : Formules chimiques des produits fluorescents utilisés pour les expériences
d'inhibition de fluorescence par l'oxygène moléculaire.
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Figure 14 : Spectres d'émission de fluorescence du PDA dans du PBS à 20 oc.

b2) Dérivé du ruthénium: Ru(phen)

Pour déterminer la concentration en Ru(phen) pour laquelle une mono couche de cellules

endothéliales serait marquée de manière optimale, nous avons conduit une étude en cytométrie

en flux, Les cellules endothéliales sont cultivées sur une lamelle jusqu'à confluence, Le milieu de

culture est écarté puis remplacé par 4 mL de milieu de culture contenant des quantités

différentes de Ru(phen). Après 4 heures d'incubation, les cellules sont lavées 3 fois avec du

milieu de culture lM 199, puis la mono couche est détachée du support par addition d'une solution

de trypsine/EDTA. Les cellules sont ensuite analysées sur un FACScan (Becton Dickinson, Le

Pont de Claix, France) utilisant un laser argon émettant à la longueur d'onde de 488 nm, ce qui

excluait de réaliser le même type d'études avec des dérivés pyréniques dont l'excitation se situe

dans l'UV. La fluorescence du Ru(phen) est détectée à 550 nm. L'acquisition se fait sur 10000

évènements analysés en mode logarithmique (fluorescence). Les histogrammes de distribution de

la fluorescence pour différentes concentrations (0,5.10- 5
; 10-4; 1,5.10-4 ; 2.10-4 et 2,5 .10-4 M) de

Ru(phen) sont montrés sur la figure 15. La concentration optimale en Ru(phen) pour obtenir un

signal détectable de fluorescence est de 2.10-4 M pour une mono couche composée d'environ

10+5 cellules endothéliales.
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Figure 15 : Histogrammes de distribution des intensités de fluore scence des cellules endothéliales après incorporation durant 4 heures de différentes
concentrations de Ru(phen).
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b3) Protocoles de marquage

Pour les travaux aya nt fait l'obj et d'un art icle, les protocoles de marqu age sont décrits

dans les chapitres "Matériels et Méthod es" des publications présentées dans la troi sième parti e

"Résultats et discussions" .

b31 ) Solutions de glycérol dans l'eau distillée

L'analyse du déclin des intensités de fluorescence du PBA dans des solutions de

différent es viscosités (de 1 à 5,3 7 cS t) a été réalis ée dans une cuve tte en quartz (cuvette à

circulation, 199QS, Hel1ma, Paris) à l'aide d'un spectrofluor imétre Fluoro max-2 (Spex-Jobin

Yvo n, Lo ngj umeau, France) . Les caractérist iques de cet appareil sont présentées dans le tabl eau

6. Pour le marqu age, 3 ul. de PB A sont ajoutés à 3 mL de plasm as dans une cuve tte pour obtenir

une conce ntra tion finale en sonde de 1 uM, afin d'éviter la formation d'excimères. Après une

hom ogénéisation douce de la suspension pour év iter la formation de bulles , un mélange de gaz

d'o xygène et d'azote est injecté par la tubulure de la cuvette à circulation, ce qui permet un

bull age par le dessous. Ce tte opération dure 10 min et se pratique à l'obscurité.

b32) Suspensions de vlasmas sanguins humains

Nous avo ns déterminé les va leurs des durées de vie du PBA (3 ul.) incorporé dans des

suspensions de plasmas sanguins (3 mL) dans une cuve tte à circulation à l'aid e de la fluorimétrie

de phase.

Les co nditions expérime ntales sont identiques à celles décrites pour le marquage d'une

suspension de glycérol, à l'exc eption du fluorimètre qui dans ce cas est un SLM 48000S Am inco

(décrit dans le tabl eau 6).

b33) Suspensions d'é,ythrocvtes humains

Le protocole est décrit dans la partie III.1 .1, plu s précisém ent dans le chapitre "Matériels

et Méth od es" de l'articl e 1. Dans ce type d'exp ériences, au moins deux facteurs peuv ent jouer sur

le signa l de fluorescence:

- l'absorption du signal d'excitation par la suspension cellulaire,
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- l'absorption du signa l d'émi ssion de fluorescence par les mol écules d'hémoglobine contenues

dans la suspension d'érythrocyte.

Au prélalabl e à toute étude, nou s avon s montré que la concentra tion ce llulaire en

érythrocy te représente un paramètre important. La figure 16 montre l'évolution des spect res

d'émi ssion du PBA (1 ulvl) à 20 "C lorsque ce fluorophore est inco rporé dans des suspensions

d'érythrocytes à différentes concentrations. Les résultats montrent une augmentation du signal de

fluorescence avec l'augm entation de la conce ntration cellulaire ce qui indique que les

phénomènes d'auto-inhibition de fluorescence (entre mol écules de PBA) et de filtre intern e

n'interviennent pas pour les concentrations cellulaires considérées.
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Figure 16 : Influence de la concent ration en érythrocy tes marqu és (PBA, 1 /lM) sur le spectre
d'émi ssion de fluorescence, 20 "C, P02 = 0,21.
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b34) Suspensions de membranes d'élJ'throcvtes humains

Le protocole est décrit dans la partie 11.2.2, plus précisément dans le chapitre "Matériels

et Méthodes" de l'article 3.

b35) Suspensions de cellules endothéliales humaines

Le protocole de marquage est décrit dans la parti e 111.5, plus précisément dans le chapitre

"Matériels et Méthodes" de l'article 5.

b36) Monocouche de cellules endothéliales humaines

Le protocole de marquage à l'aide des dérivés pyréniques est décrit dans la partie 111.5,

plus précisém ent dans le chapitre "Matériels et Mé thodes " de l'articl e 5. Le protocol e de

marquage à l'aide du Ru(phen) est décrit dans la partie II.2.1 0.2.b2.

II.2.10.3) Mesure des intensités et détermination des durées de vie

L'organigramme présenté sur le schéma 3 illustre les différentes résolutions de la

fluorescence que nou s avo ns mises en œuvre dans ce travail.

La fluo rescence réso lue dans le temps donne accés aux valeurs des durées de VIe

pr incipaleme nt grâce à la fluorimétrie à modulation de phase et à la technique de com ptage

monophotoniq ue. Ces mes ures sont réa lisées sur des suspensions cellulaires contenues dan s des

cuvettes, ce qui nécessite une étape de décrochement du support de culture pour un certain type

de cellules , par exe mp le des cellules adhére ntes comme les cellules endothéliales. La

détermination des durées de vie dans les conditions physiologiques po se le problème de la

validité des résultats pour une population de cellules dites non circulantes .

Les va leurs des intensit és en fluorescence statique sont mesurées par diverses approches

technologi ques, principalement la microscopie à fluorescence, la cytomé trie en flux et la

spectrofluorimétrie de fluorescence. Parmi ces derni ères, seule la micro scopi e à fluo rescence

perme t l'observation des cellules adhére ntes sans dommage pour la monocouche.

Pour aborder les mesures des durées de vie en respectant l'intégrit é morphologique d'une

mo nocouche de cellules adhérentes , notre équipe a développé en collaboration avec le GRAPP

DCPR de l'EN SIC , une nouvell e approche alliant la résolution temporelle à la micro scopie à

fluorescenc e.
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Schéma 3 : Organigramme des méthodes de mesures des intensités et des durées de vie de fluorescence
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a) Mesure des intensités de fluorescence

a1) Mesure à l'aide d'un photomultiplicateur

Les mesures des intensités de fluorescence sont réal isées en vue d'obtenir so it un spectre

d'émiss ion de fluorescence (intensité po ur chaq ue longueur d'onde), soit une va leur d'intensité à

une longueur d'onde précise (à un temps donné). Les photomultiplicateurs utilisés font parti e d'un

spectrofluorimètre du marché (F luoromax-2, SLM4 8000C, Fluorolog) ou d'un montage du

laboratoire comme les sys tèmes Boxcar MC ou Boxcar MM.

A titre d' illustration , la figure 17 représente l'évolu tion des spectres des ém iss ions de

fluorescence du PBA (1JlM) dans du PB S en fonction du taux d'oxygène. Ce spectre a été réalisé

en cuve tte (+25 "C) à une longu eur d'onde d'excitation de 343 nm à l'aid e d'un spectrofluor imè tre

Fluoromax-2 . L'influence de la température sur le spec tre du PBA (1JlM) dans du PB S est

montrée sur la figure 18.

a2) Mesure à l'aide d'un capteur CCD (Coupled Charge Deviee)

Des mesures de micro scopie qu antitative sont permises par la connection d'un capteur

CC D à un microscope. Le choix de la caméra (S low-Scan Camera Kuv 1317, Princeton

Instruments Inc, USA) a répondu à de nombreuses contra intes, en particulier

- la détecti on de faibl es niveaux de lumière (10 -7 lux)

- une résolution important e (1035x 1017 pixels), numérique, 12 bits

- une intégration du signa l (temps d'ac quisition) modulabl e et sans génération de "bruit de fond"

par un refroissement de type Peltier à 3 niveaux.

- bonne sens ibilité dans l'UV (excitation 343 nm , émissi on >376 nm) : le capteur es t revêtu d'une

surface sens ible (revêtem ent à l'aide de lumogène qui absorbe dans l'UV et réém et dans le

visible).
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SPECTROFLUORIMETRIE COMPTAGE MICROSCOPIE
MONOPHOTONIQUE

Marque Spex - Jobin -Yvon SLM-Aminco Construit au DCPR Microscope CaméraCCD Boxcar
Olympus Princeton, Inc EG& GPARC

Modèle Fluoromax-2 48000 Construit au DCPR IX70 Kodak UV 1317 PM : Hamamatsu
Programme Datamax Déconvolution Développé au DCPR Winview Winview EG&GPARC

Grams 4 SLM Visilog 4.1.5 Visilog 4.1.5
Excitation Lampe Xénon Lampe Xénon Laser à colorant pulsé Lampe Hg Laser pulsé N,

343 nrn 343 nrn 340nm 320 > le > 360 nrn 357 nrn
Emission monochromateur filtre filtre dichroïque > 375 nrn > 375 nrn

376 nrn 365-415 nrn 365-415 nrn > 375 nrn
Résolution de la statique temporelle temporelle statique statique temporelle
fluorescence
Méthode comptage de photons dynode comptage de photons niveaux de gris déclin d'intensité

Référence fluorescence intrinsèque glycogène fluorescence intrinsèque
solvant (9,24 ns / EtOH) bruit de fond

courant d'obscurité

Mesure intensité durée de vie (ns) durée de vie (ns) intensité niveaux de gris durée de vie

Principe modulation phase comptage balayage (trame) balayage (temps)
monophotonique

Intégration fentes 5/3 nrn comptage continu 100 ms fenêtre de temps
1 s 3 ns

Accumulation 5 - 1 1 5

Tableau 6 : Présentation des appareils utilisés et leurs caractéristiques.
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Les caractéristiques du capteur CCD Kod ak KAF-1400 sont données ci-dessous :

Format

Taill e du pixel (um)

Surface efficace (mm)

Capacité du puits potentiel (Ke)

Bruit de fond (e)

Dynamique (bits)

Temps de balayage de la trame (sec)

Refroissem ent (oC)

Th ermostabilité (mOC)

Courant d'obscurité à 50 "C (e / pixel-sec)

1317 x 1035

6,8 x 6,8 urn

8,98 x 7,04

45

10 à 1 MHz

12 à 14

1,4 à 1 MHz

-40

40

< 0,005

Une étape de ca libration se révèle nécessaire pour vérifier la linéarité de la réponse

(val eurs de niveaux de gris) du capteur CCD en fonction de l'intensité lumineuse (lumière

transmise ou fluorescente) . Un kit d'intensité de calibration (InSpeck, Molecular Probes, USA)

est utilisé à cet effet et comprend des bill es fluorescent es d'intensités relatives définies (0 % à

100).

b) Détermination des durées de vie de fluorescence

Il existe plu sieurs méthodes de détermination de la durée de vie des états excités,

précurseurs de la fluoresc ence, soit dans le domaine des fréquences (fluorimétrie de phase) soit

dans le dom aine temporel (Bo xcar et comptage monophotonique). Une description des asp ect s

théoriques de chaque méthode figure dans l'Annexe 1. Nous développerons ici les montages

expé rime ntaux ainsi que les principes de fonctionnem ent de chaque appareil.

bl) Fluorimétrie de phase

La partie théorique de cette méthode est largement décrite dans l' Annexe 1. Les modalités

d'utilisation (fréquences utilisées, référence, etc.) sont reportées dans le chapitre "Matériels et

Méthodes" des art icle s figurant dans la parti e 3. Seul le matériel sera décrit ci-dessous.
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b11) Montage expérimental

Le fluorimètre de phase SLM 48000 S (SLM AMINCO, Bio ritech , France ) es t représent é

sur le schéma 4.

PMem
Ref

rr-----,

module traducteur
de commande

PC GHF

- Larrpe :Xénon
- Mx : Mnœhrorrateurà l'excitation
- Po12v : Polarisateur à 2 voies
- CP: CelluledePockel
-ili : OJturateur
- F: Filtre
- Pol : Polarisateur
- CIE : Corrpartirrent thenmstaté échantillon
- CRef: Corrpartirrent référence interne
- PNexRef: Photorrultiplicateurà l'excitation de
la référence interne
- Mrn: lvbnocbrorrateurà l'émission
- PNemRef: Photomultiplicateur à l'émission de
la référence
- PC : ordinateur
- Irrpri : Irrprimante
- GHF : Générateur hautes fréquences

Schéma 4 : Di agram me fonct ion ne l du SLM 48000S .

Il comporte les équipeme nts suivants:

* Une lampe Xénon de 45 0 W comme source lumineus e.

* Deux monochromateurs dont le réseau holographique présente une dispersion de 2 nm/mm.

* Une ce llule de Pockel qui permet la modulation de la lumière de 1 à 250 MHz avec des

intervall es de 100 KHz.

* Un miroir qui perm et d 'éliminer la cellule de Pockel du chemin optique et par conséquent la

réa lisation des mesures de fluorescence en excita tion continue.

* La po ssibilité d ' adopter à l' émission la configuration traditionnelle en « L » ou une

configuration en « T » permettant d ' effectuer des mesures simultanées à deux longueurs d 'onde

d ' émi ssion ou des détermination s de pol arisation de fluorescence.
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b12) Fonctionnement

L'ém ission de fluorescence, suite à une exc itation modulée, est retardée dans le temps de

man ière proport ionnelle à la durée de vie de la sonde. Le déphasage ~ et le facteur de

démodulation par rapport à l'excitation modulée sont utilisés pour la détermination du déclin de

fluor escence (cf Annexe 1).

Les mesures sont effectuées par rapport à un fluorophore de référence, le

diphénylanthracène (DPA, 9,24 ns dans l' éthanol ) ou le glycogène (0 ns dans l'eau) . Plu sieurs

durées de vie peuvent caractériser un fluorophore, ce qui nécessite de mesurer le déphasage et le

facteur de démodulation sur une gamme de fréquence de modulation la plu s large. Les données

sont analysées à l' aide d' un modèle de composants exponentiels discrets ou d'un modè le tenant

compte d 'une distribution continue des valeurs des composantes de la durée de vie. Ces

composantes sont caractérisées par une form e « Lorentzienne » dont les pics sont centrés sur des

durées de vie 1 11 (figure 19) et ont une largeur à mi-hauteur des pics (LMH). Un test des moindres

carrés est utili sé ainsi que le test du X2 afin de juger de la qualité de la détermination.

Les paramètres obtenus sont les suivants (tabl eau 8) :

P(%)

LMH

composante(s) de la durée de vie

proportion relative de 1 11

largeur à mi-hauteur du pic

L o r e n ~ Zl an IJI S ~ r I OU ~ lo n

i l e: P~R2318C

DA 100%N2 CHDL10 CE

Initial values of para~eters

15:11 :5 5 08-12-1997

e nt e r : 128 .000 ns U
e nte r : 128 .000 ns U

lJidth:
lJidth :

0 .050 U
0.050 U

Fraction:
Fr act i on:

0.999
0 .001

ve raye pha se error: 0.50000
veraye ~odulation error: 0.00500

nit ial Chi - squared R = 1.911060E+00

Final values of para~eters

e nte r : 129.751 ns U
e nte r : 130. 281 ns U

lJidth:
lJidth :

2.011 U
1.196 U

Fraction:
Frac t i on :

0.919
0.081

in al Chi - squar ed R = 1.829566 E+00

Press <SPACE> for deviation infor~ation. <P> for a printout

Tableau 8 : Paramètres de la distribution des composantes des durées de vie.
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1.0

0 .0

\
o 100 LifetiMe vs Re lative Dens it y 0

Press <SPACE> t o continue
439..

Figure 19 : Distribution des durées de vie de fluorescence centrée autour de 128,5 ns.

b13) Détermination des durées de vie.

A titre d'exemple de détermination, nous avons mesuré la (les) durée(s) de vie du PBA

(1 uM) dans une suspension de mem branes d'érythrocyte contenues dans une cuvette en quartz à

25 "C par rapport à un fluo rophore dont la durée de vie est définie (PDA, 9,24 ns). La solution

est saturée en azote, ce qui perm et d'obt enir la valeur de la durée de vie des états excités en

absence d'oxygène ('ro) . Le protocole de marquage est décrit dans la part ie II.2.10.2.b3. La Figure

20 montre l'évoluti on du déphasage ~ et du facteur de démodul ation en fonction d'une gamme de

fréquence de modulation (tabl eau 9). La qualité de la réponse est donnée par la répartition de ces

mêmes valeurs autour de zéro (en %) (figure 21). Deux modèles ont été comparés et les données

sont analysées soit en régression mono -exponenti elle soit en bi-exponentielle. Les valeurs

ca lculées des durées de vie ne sont pas significativement différentes selon le mod èle employé

(128,5 ns et 128,6 ns) et les valeurs du X2 indiquent que les modèles sont bons.
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3.5 Frequency (MHz) versus Phase a Modulation
Pr ess <SPACE> for the residual plot or <R> to rescale

50..

F igu re 20 : Evolution des valeurs de phase et de modulation en fonction de la fréquence (3,5 à
50 MHz) pour l'émi ssion de la fluorescence du PBA (1/lM) dans les membranes d'érythrocyte à
25 "C en absence d'oxygène.

Final ualues of para~eters

ro~ponent III Tau 128.599 ns lJ
FiL0000 C

Auerage phase error: 0 .50000

Auerage ~odu l a t i o n error: 0.00500

Final Chi -squared R = 1 .772711E+00

Mod èle mono-exponentiel

Final ualues of parameters

~omponent U1 Ta u 128.600 ns U
FiL0000 U

~omponent U2 Tau 0.667 ps U
Fi 0 .0000 C

~uerage phase error : 0 .50000

Auerage modulation error: 0 .00500

Final Chi -squared R = 1.926893E+00

Mod èle bi-exponentiel
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0.00 nM
Measured Cale. Phase Measured Ca le . Modulation

Frequeney Phase Phase Deuiation Modul. Modul. Deuiat ion

3.500000 Mllz 70.8720 70.5263 +0 .3157 0.3121 0.3331 +0.0087
1 .750000 Mllz 75 .0000 75 .3961 -0.3961 0 .2510 0 .2521 -0 .0011
5 .550000 Mllz 77 .0000 77 .1292 - 0 . 1 292 0 .2172 0 .2176 -0.0001
6.250000 Mll z 79 .0705 78.7991 +0.2711 0.1900 0 .1912 - 0 . 001 2
8 .000000 Mllz 81.0000 81 .2060 - 0 . 2060 0 .1390 0 .1529 -0. 0139

12.000000 Mllz 83.0000 81.1117 - 1. 111 7 0.1000 0 .1026 -0.0026
13 .500000 Mllz 81 .0000 81.7621 - 0 . 7 62 1 0 .0881 0.0913 -0 .0032
17.500000 Mllz 85.0000 85.9518 - 0 . 951 8 0.0683 0.0705 -0 .0022
20 . 00 0000 MHz 86.0000 86 .1590 - 0 . 1 5 90 0.0555 0 .0618 -0.0063
25 .000000 Mllz 86.5000 87 .1659 - 0 . 6659 0 . 01 35 0.0191 - 0 . 00 59
30 .000000 Mllz 87 . 0 000 87.6377 -0 . 6377 0 . 0 396 0. 0112 -0 .0016
35 .000000 Mllz 88 . 0 000 87 .971 9 +0 . 0251 0. 0101 0 .0353 +0 . 0 018
10.000000 MHz 89. 00 00 88.2278 +0 . 7722 0 .0305 0 . 030 9 - 0 . 0001
50.000000 MHz 90.0000 88.5821 +1.1179 0 .0251 0 .0217 +0 .0001

uerage pha se deuiation = 0.60391 Auerage Modulation deuiation = 0.00398

Tableau 9 : Valeurs du déphasage ~ et du facteur de modulation en fonction de la fréquence de
modulation (3,5 à 50 MHz) pour l'émi ssion de la fluor escence du PBA (1J..lM) dans les
membranes d'érythrocyte à 25 "C,

2

- 2

2

- 2

TPhase deuiation (deyr ees) Modulation deviation (%)!

Press <SPACE> ta continue

Figure 21 : Répartition des val eurs des déviations de phase et de modulation autour de zéro (%).



127

Chambre d'analyse

Culture de cellules

Filtre et
.4i. p.miroir dichroïque

~ objectif

Fibre optique

Laser

PMT 1 Microscope 1

BOXCARMC
BOXCARMM

Photodiode 1

Boxcar Ordinateur

Schéma 5 : Représentation du montage expérimental du Boxcar MC (cuvette) et Boxcar MM

(configuration microscopie).
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b2) Boxcar

Le montage expérimental est représenté sur le Schéma 5.

b21) Montages expérimentaux

Il s'agit d'un Boxcar EG & G PARC modèle 4100 en partie piloté par ordinateur avec

une acquisition inform atisée. Ce matériel, acquis par le DCPR-GRAPP (ENSIC-INPL à Nancy)

enreg istre et analyse les déclins des intensités de fluorescence pour déterminer les valeurs des

durées de vie de fluorescence (Gouin , 1996). Selon le type d'analys e, nous avons développé des

mesures en cuve (Boxcar MC) et des mesures à partir d'un microscope à fluorescence (Boxcar

MM).

b22) Excitation avec un laser pulsé

Un laser à azote (VSL-337, Laser Science Inc.) émet un éclair lumineux à une fréquence

de tir maximale proche de 20 Hz. Les caractéristiques sont les suivantes : À : 337, 1 nm ; durée de

l'i mpulsion : 3 ns ; taille du faisceau: 3 x 8 mm ; taille: 250 x 120 x 70 mm ; poids: 2,3 kg. La

raie excitatrice d' émission se situe à 337,1 nm ce qui correspond tout à fait à la longueur d'onde

d'excitation des dérivés pyréniques qui se situe vers 340 nm.

Pour d' autres sondes, comme le Ru(phen) dont le pic d'absorption se situe vers 450 nm,

l' éclair peut être coloré (colorant coumarine 440 Optilas, France) afin de délivrer une raie à

440 l1ITI, ce qui est compatible avec cette sonde. Le problème de ce modul e de coloration

(DLM I2 0) réside dans la perte d'énergie de l' éclair laser, et ceci pour trois raisons principales: le

rendement de fluorescence, le recueil de la lumière excitatr ice dans un plan orienté uniquement et

enfin la sélection de l'unique longueur d'onde désirée dans un réseau. Ce module additionnel qui

se fixe en sortie du laser n' a pas été utilisé dans nos travaux, car il délivre une excitation

d' intensité trop faible.

Pour notre application, la concentration en Ru(phen) était suffisamment importante (dans

le gel) pour que l' excitation laser à 337,1 nm produise un signal de fluorescence détectable. Ce

qui était vrai pour du Ru(phen) incorporé dans une matrice (gélatine) revêtu d'un polymère

(PLGA) ne l' était pas pour de faibles concentrations incorporées au niveau cellulaire.
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b28) Détermination des durées de vie

L'exemple de détermination des durées de vie à l'aide du système porte sur l'inhibition des

durées de vie du Ru(phen) par l'oxygène dans une chambre d'ana lyse en configuration

microscopie. Une solution de gélatine (0,5 mL, 6 gIL) contenant une solution de Ru(phen) 10-4

M est cou lée sur une lamelle (0 40 mm) posée sur une table plane . La lamelle est introduite

dans une chambre d'ana lyse fixée sur la platine du microscope et le film de gélatine est observé à

l'aide d'un objectif x20. Différents mélanges de gaz sont introduits dans la chambre (0, 20, 40,

60, 80 et 100 % OiN2) et le déclin de fluorescence recuei lli pour chaque P02 est montré sur la

Figure 22. Nous donnons sur la Figure 23 le logarithme de l'intensité de fluorescence ainsi que la

droite de régress ion correspondante (image du comportement idéal). Les paramètres

d'expériences du Box ar sont les suivants: fenêtre ; 3ns ; moyennage : 3; sensibilité : 2).

P02

0,7 - 0

0,6 - 0,2

0,5
0,4

0,6
0,4 - 0,8

0,3 - 1
1(volts )

0,2

0,1

500 1000 1500 2000
Durée de vie (ns)

2500 3000

Figure 22 : Décl in des intens ités de fluorescence normalisées du Ru(phen) dans un gel de
gélatine en fonction de la P02.

Temps (ns)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
O ,

-2 v =·0 0009x • 0 384
2=0.9917

-4
P0 2

-6

-8 - 0

Ln(l) -10
- 0,2

0,4
-12 0,6

-14 - 0,8

-16
- 1

-18

Figure 23 : Représentatio n en mode logarithmique des intensités de fluorescence normalisées du
Ru(phen) dans un gel de gélatine en fonct ion de la P02.
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b26) Boxcar et système de Mesure couplé à un Microscope à fluorescence (Boxcar

MM)

Le PM (connecté au Boxcar) est monté sur la sortie photomicrographique d' un

microscope inversé à fluorescence (Ol ympus, IX-70) et délivre des va leurs d'intensit és de

fluorescence. Le déclin de l'intensité de fluorescence est analysé pour la détermination de la

durée de vie de son des fluorescentes d' un échantillon microscopique (microscopie à fluo rescence

résolu e dans le temps).

De nombreux param ètres inhérent s au sys tème Bo xcar ont été préalablement étudiés pour

valider cette nouvelle approche microscopique ." Les résultats figurent dans la partie 11.2 .11 et

conce rnent la mise au point, le temps d'expo sition, la concentration en sonde, l'obj ecti f, l'état de

confluence cellulaire, etc.

Avant d'effectuer des mesures de durées de vie par microscopi e (Bo xcar MM), nou s devions

nous assurer que les va leurs obtenues par le sys tème Boxcar EG & G PARC éta ient cohérentes

avec celles obte nues avec d'autres méthodes de détermination (modulation de phase, comptage

monophotonique) sur des suspensions cellulaires en cuvette. C'est la raison du montage du

système Boxcar MC présenté sur le Schéma 5.

b27) Boxcar et système de Mesure en Cuvette (Boxcar MC)

Ce sys tème a été développé pour vérifier la bonne concordance des résultats obtenus avec

le boxcar MC et les autres sys tèmes de mesure sur des suspensions cellulaires en cuvette. Il a

essentielleme nt été utili sé pour va lider les déterminations des durées de vie par le sys tème

Boxcar MM, pui squ e toutes les composantes sont identiques à l'exception du traj et optique

propre au micro scope.

Dans le sys tème Boxcar MC en suspension dan s une cuvette (fluorim étrie résolue dans le

temps), le PM est mont é sur un boîtier intégrant un porte-cuvette (mi s au po int au laboratoire par

1. Didelon) et un porte filtre . Le PM recue ille l' émi ssion du signal à 45° par rapport à l' excit ation

laser pul sée. Les filtr es sont choisis pour correspondre au spectre d' émi ssion du fluorophore

utili sé.
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Une régression linéa ire permet d'obt enir la pente de la courbe de tendance, dont l'inv erse

représente la durée de vie de fluorescence de l'état excité (t) selon F ~ e .(

Les valeurs des durées de vie calcul ées sont 1111 ns; 500 ns; 333 ns; 270 ns; 217 ns et

185 ns pour respectivement 0, 20, 40, 60, 80 et 100 % O/N2• La valeur de R2 donn e la précision

de l'ajustement de la courbe de tendance à la courbe expér imentale.

La constante d'inhibition dynamique Kd est défini e comme la pente de la représentation

des rapports des durées de vie en absence et en présence d'oxygène en fonction de la pression

partielle en oxygène.

b3) Comptage monophotonique par excitation pulsée:

b31 Principe et montage expérimental

Les concepts théoriques à la base du développement de cette méthode figurent en Annexe 1.

La mesure de déclin s de fluorescence par comptage monophotonique repose sur l'idée

que la distribution des prob abili tés d'émission d'un seul photon, à la suite d'une exc itation,

reprod uit la véritable distribution de l'intensité en fonction du temps de tous les photons émis. En

échantillonnant l'émi ssion monophotonique produite par un très grand nombre d'éclairs

d'excitation, l'expérience permet de reconstruire cette distribution de probabilité.

Une source électronique de référence ("trigger") génère un signal électrique à un instant

exac tement corré lé à l'instant d'émission d'un éclair optique. Le signal est dirigé sur l'entrée

< START > d'un convertisseur temps - amplitude, qui commence alors à charger un

condensateur. Dans le même temps, l'éclair optique excite l'échantillon et produit donc des

photons de fluorescence . Dans les conditions où un seul photon est enregistré, après chaque

excitation sur un photomultiplicateur à fort gain, on dirige le signal électrique ainsi produit (et

amplifié) sur l'entrée < STOP> du convertisseur. Ceci a pour effet de stopp er la charge du

condensate ur. L'impulsion émise par le convertisseur a une hauteur proportionnelle au temps

écoulé entre les signaux < START > et < STOP >. Cet "événement" est alors stocké dans un

analyseur multicanaux à l'adresse correspondant à la hauteur de l'impulsion du convertisseur.

Cette expérience, répétée un grand nombre de fois , permet de reconstituer l'histogramme
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recherché. On notera que cette représentation du déclin est discrétisée, le nombre de "coups"

dans chaque canal correspondant à un domaine temporel de largeur finie.

Le signal obtenu doit être déconvolué, ce qui nécessite d'enregistrer la fonction de

répons e de l'appareillage. Celle-ci est obtenue en remplaçant l'échantillon fluorescent par un

simple diffuseur de lumière. L'étalonnage en temps se fait à l'aide d'un générateur d'impulsions

calibré.

Le schéma 6 représente le principe d'un appareil de comptage monophotonique, qui

permet la mesure des durées de vie.

signal de
synchronisation analyseur

multicanaux

515 nm
laser à argon ionisé

verrouillage de
mode

modèle 2020

1discr. 1

start

convertisseur
temps

amplitude

stop

laser à colorant
extracteur de

cavité

UV
1- doubleur.~

de 1tillon 1
fréquenc

fluo.

,~
1 discr. 1

r-

PM 1

1ampli. 1

T
Schéma 6 : Appareil de comptage monophotonique, fondé sur l'utilisation d'une excitation
pulsée (ampli: amplificateur ; discr. : discriminateur ; fluo. : émission de fluorescence; PM :
photomultiplicateur).

L'éclair et le bruit de fond électronique perturbent la forme de déclin de la fluorescence

(fonction d'appareil). Le comptage monophotonique permet de s'affranchir de la fonction

d' appareil sur la forme du déclin , fonction non disponible avec le Boxcar. La déconvolution tient

en effet compte de la fonction d'appareil au cours du traitement pour donner un résultat plus

précis concernant la forme du déclin.
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Les déclins obtenus sont modélisés en une ou une somme d 'exponenti elles à une ou deux

composa ntes . Outre le résultat des régressions (linéaire ou exponentielle), le programme donne

les résidus relatifs à cette régression ainsi que l' auto-corr élation des rés idus.

Nous avons confronté les résultats d'un même échantillon obtenu s par comptage

monophotonique, Boxcar et fluorimétrie de phase pour nous assurer que les différences des

décl ins de fluorescence n'étaient pas des fonctions d'app areils.

b32) Détermination des durées de vie

No us avons comparé les résult ats des régress ions mono-exponenti elles (Figure 24) et bi

exponentie lles (Figure 25) des déclins de fluor escence du PBA (1 uM) à température ambiante

incorporé dans les membranes d'éryth rocyte.

Les valeurs des durées de vie menti onnées sur ces graphiques sont multipliées par une

constante de 1,69 dans ce cas (temps par canal) , et ne sont pas significat ivement différentes :

• régression mono-exponenti elle : 142,06 ns

• régression bi-exponenti elle : 150,07 ns et 53,42 ns.

La qualité des résultats est meill eure dans le cas de la régression bi-exponentielle, comme

l'indique le X2
, la répartition des résidus et leur auto-corrélation.
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Analyse monoexponentielle
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Figure 24 : Détermination de la durée de vie du PBA (1~M) dans une suspension de membranes
d'érythrocyte, par la régression mono-exponentielle du déclin de la fluor escence P02 = 0,2.
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Figure 25 : Détermination de la durée de vie du PBA (1~M) dans une suspension de membranes
d'érythrocyte, par la régression bi-exponentielle du déclin de la fluorescence P02 = 0,2.
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IL2.11) Val idations des paramètres de détermination des durées de vie

La nature précise du déclin de fluorescence peut révé ler certains détails sur les

interactions du fluorophore avec son environnement. Ainsi, un déclin multiple peut rés ulter de la

présence du fluorophore dans des environnements distincts (Lacko wicz et al, 1989). Notamment

en milieu aqueux, la durée de vie d'un fluorophore peut être très diminuée du fait du nombre de

collisions de la sonde avec les mol écules d' eau. Le déclin de l'intensité de fluorescence dépend

donc des caractéristiques moléculaires de l' échantillon comme l'homogénéité de

l' environnem ent de la sonde, la taill e, la form e de la mol écul e.

Il apparaî t donc important de définir les conditions permettant de déterminer de mani ère

optimale les durées de vie de fluorescence en ' fonct ion de la méthode de déterm ination. Ces

paramètres sont différents en fonction des techniques abordées (modulation de phase, boxcar et

comptage monophotonique) et doivent être étudiés préalablement à toute détermination des

durées de vie.

IL2.1l.1 ) Modulation de phase

a) Influence de la concentration en PRA dans un solvant (EtOH)

Cette partie est développée en n .2.l1.5.

b) Influen ce de la concentration en sonds dans la membrane élytlzrocytaire

Les durées de vie sont mesurées pour des suspensions de membranes d'érythro cytes

CI 00 mg/m L) selo n le protocole décrit dans les parti es n .2.l O.a, n .2.l0.2.b 34 et marquées avec

différentes conce ntrations de PBA ou de PDA (Figure 26 A) Les expériences sont réalisées en

absence d'o xygène pour obtenir les valeurs de 'to. Il apparaît que la formation d'excimères

intermoléculaires (Figure 26 B) du PDA interfère sur les valeurs des composantes principales des

durées de vie, qui ont tendanc e à diminuer. Ces résultats peuvent être dus à des fluidités

membranaires différentes dans les compartiments memb ranaires renfermant ces sondes ,

favori sant les rencontres des molécules sondes et la formation d'excimères intermoléculaires. Ce

phénomène n'est pas rencontré avec le PBA.

c) Influence du solvant et du lavage après marquage

La Figure 27 reporte la représentation des valeurs des durées de vie de fluorescence du

PBA en fonction du solvant de la solution mère: Ethanol (EtOH) ou diméthylformamide (DMF).
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Nous avons retenu le DMF comme solvant, et pratiquons plusieurs étapes de lavage après

marquage afin de s'assurer qu'il ne reste pas de sondes fluorescentes dans le surnageant.

d) Inhibition defiuorescence des dérivés stéariques par l'oxygène

Les valeurs des anisotropies des acides 6-(9-anthroyloxy)stéarique (6-AS) et 12-(9

anthroyloxy)s téarique (12-AS) donnent accès à des mesures de fluidit é membranaire. En vue

d'apprécier si ces sondes pouvaient également présenter un intérêt dans l'étude de la diffusion de

l'oxygène par inhibition de fluorescence, nous avons déterminé les intensités et durées de vie de

ces deux sondes. Les données expérimentales reportées sur la Figure 28 nous indique que la

linéarité des représentations de Stern-Volmer (intensités et durées de vie) était retrouvée avec la

sonde 12-AS et non avec la sonde 6-AS. Les constantes d'inhibition sont diffi cilement

exploitables (KSVI2_AS = 0,88 atm" avec R2= 0,99 ; Kd12_AS = 0,066 atm" avec R2= 0,99 ; KSV6_AS =

1,45 atm" avec R2 = 0,912 ; Kd6_As = 0,72 atm" avec R2 = 0,88) et l'amplitude (dynamique) du

déclin est trop faible (de 14 ns à 13,7 ns pour le 12-AS et de 12 à 7,5 ns pour le 6-AS) pour

correspondre aux critères de notre étude.
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Figure 26 : Evolution des valeurs des durées de viedu PDA et du PBA (A), et des intensités de

fluorescence correspondant au monomère (376 nm), à l'excimère (470 nm) du PDA et au rapport

excimère / monomère du PDA( B).
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Figure 27 : Evolution du rapport 'tlc vs P02 du PBA 1 IlM (A) : du solvant (EtOH ou DMF),
(B) : d'une étape de lavage de la suspe nsion membranaire après marquage.
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11.2.11.2) Comptage monophotonique

Les durées de vie du PDA en absence d'oxygène pour des suspensions de membranes

érythrocytaires (100 mg/mL) ont été mesurées avec ou sans incubation dans un tampon riche en

hémisuccinate de cholestérol (10.3 M ou 10.4 M). Ces mesures avaient pour but d'évaluer

l'incidence du cholestérol sur le déclin de fluorescence du PDA. Les valeurs des durées de vie

reportées sur ces graphiques (Figure 29) sont multipliées par un facteur correctif (temps par

canal) de 1,13. Les résultats sont les suivants:

Témoin Mono-exponentiel
Bi-exponentiel

Cholestérol 10.4 M Mono-exponentiel
Bi-exponentiel

Chol estérol 10.3 M Mon-oexponentiel
Bi-exponentiel

't = 53 08 ns ", 2 = 3 76, , Iv ,

't l = 30,14 ns et 't2 = 65,79 ns , X2 = 1,45
't = 58 88 ns ", 2 = 247, , r; ,

't l = 41,99 ns , 't2 = 77,39 ns, X2 = 0,84
't = 74 06 ns ", 2 = 2 19, , Iv ,

't l = 38,13 ns et 't2 = 85,13 ns , X2 = 0,92

Avec incubation (Cholestérol. 10.3 M)

Taul = 15 Al = .357
Tau2= 78 .04000000000001 A2=
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Figure 29 : Détermination de la durée de vie du PDA (1 IlM) dans une suspension de
membranes d'érythrocyte, par la régression bi-exponentielle du déclin de la fluorescence, en
présence ou non de cholestérol. P02 =1. + 20 "C.
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b) Influence de la concentration en sonde dans un solvant (EtOH)

Les réglages sont les suivants : fenêtre: 3ns; gain: 0,420 ; sensibilité: 2 Volts. Le signal

est recueilli en mode Scan par balayage de la porte (Figure 30) ou en mode statique (150 ns)

après l'excitation (Figure 31).
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Figure 30 : Déclin du signal de fluorescence avec le temps en fonction de la concentration en

PBA (flM) dans du PBS.
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Figure 31 : Déclin en mode statique du signal de fluorescence mesuré 150 ns après l'excitation,

La légende des couleurs est identique à celle des deux graphiques précédents,

Les résultats (Figure 32) montrent une courbe en cloche pour la représentation des

intensités de fluorescence en fonction de la concentration alors que les valeurs des durées de vie

restent constantes (96 ± 2 ns). La concentration en fluorophore n'affecte donc pas les valeurs des

durées de vie déterminées avec le système Boxcar.
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II.2.11.3) Boxcar MC et mesure sur une suspe nsion cellulaire

a) In"Ouence des fi ltres sur le signal de"fluorescence

Au regard des caractéristiques spectroscopiques différentes aussi bien à l'excitation qu'à

l'émi ssion po ur les différentes sondes utilisées dans ce travail (dérivés pyréniques et du

ruthénium), nous avons étudié l'influence des filtr es sur les déterminations des valeurs des durées

de vie de fluorescence du PBA (1 IlM) et du Ru(phen) 2.10.4 M dans le PBS (Figure 34).

Les valeurs des durées de vie calcul ées sur cinq mesures pour chaque filtr e sont les

suivantes :

Pyrène:

Fi ltre 22520AM5067

Filtre 400SF IOAM 6276

Filtre 3S0SF lOAM6276

Ru(Phen):

Fi ltre 600FS SO-25AM2952 S-01

Filtre BA515IF

92 ± 4 ns

97 ± 5ns

100 ± 2ns

294 ± 10 ns

454 ± 7 ns

La détermination des durées de vie par le système Boxcar est en principe indépend ante

des niveaux des intensités de fluorescence puisqu'elle ne dépend en théorie que de leurs déclins.

Les différences au niveau des valeurs des durées de vie calcul ées pourraient s'expliquer par une

absorption du signal lumineux par les filtres. Dans notre cas, la différence est due aux seuils de

coupure de ces filtr es.

Dans les expériences portant sur les dérivés du pyrène et du ruthénium, nous utili serons

respectivement le filtr e 3S0SF IOAM6276 et le filtr e BA5 15IF.
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Objectif Durée de vie (ns)

10 74 ± 3 ns

20 69 ± 5 ns

40 68 ± 8 ns

60 66 ± 6 ns

Tableau 10 : Valeurs des durées de vie du PBA dans une monocouche de cellules endothéliales
en fonction de l'objectif utili sé en micro scopie.

Pour les applications ultérieuses (sa uf précision contraire) l'obj ectif x20 sera utilisé

pui squ'il correspond d'une part à un bon compromis entre l'ouverture num érique et le

grossisseme nt et d'autre part permet l'observation de nombreuses cellules de grande taill es (0 30

um).
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Figure 33 : Déclin du signal de fluorescence avec le temps recueilli à l'aide des objectifs 10, 20,
40 et 60 x.
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b) Influence de la bague de correction plastique/verre de l'objectif

Des bagues spécifiques des objectifs sont fournies par le constructeur du microscope

et corrigent les différences des indices de réfraction de la lumière en fonction de l'épaisseur

des matériaux (verre ou plastique). Elles sont particulièrement bien adaptées à l'observation

en lumière transmise d'échantillons microscopiques en boîte de culture (plastique) ou sur

lames (verre). Nous avons mesuré les durées de vie du PBA (1 /lM) localisé dans la

membrane des cellules endothéliales à confluence avec et sans les bagues de correction G

(glass pour verre) ou P (plastique). Les résultats sont montrés sur la Figure 35. Les différentes

valeurs des durées de vie mesurées pour trois expériences (68,9 ± 5 ns ; 17,4 ± 4 ns et 18,9 ±

3 ns respectivement sans bague, avec bague G et avec bague P) nous ont conduits à retirer les

bagues pour les mesures des signaux de fluorescence.

- Sans bague

- Bagne G

Bague l'

0,9

0,8

0.7

0,6

0,5

1(cp sP,4

0.3

0,2

0,1

o '
o 20 40 60 80

Temp s (ns)

' -i

100 IW I~ IW

· 1
'l\"'j\~

~.~" ~,~
......, 'I/\~

·2 ",
0,\ ,

j
-,

" ,

-3 \ ....,
-,

l "\ .

-,-, -,
"-.
\~.

·5

50 60 70 80 90 100 110 120

Temps (ns)

Figure 35 : Déclin de la fluorescence avec le temps sans bagues et avec bagues G et P.

c) Influence de la mise au point/focalisation

La netteté de l'objet microscopique, c'est-à-dire sa "mise au point " optique a-t'elle une

influence sur le signal de fluorescence recueilli par le photomultiplicateur ? En d'autres

termes, le flou généré par les plans adjacents au plan objet (qui peut être corrigé par

déconvolution numérique) est-il un paramètre important à considérer pour la détermination

des durées de vie? La fluorescence du PBA (1 /lM) est recueillie à l'aide d'un objectif x20 sur

une monocouche de cellules endothéliales, avec mise au point (A) et après maniement de la

vis micrométrique pour obtenir deux plans extrêmes flous (B) et (C) . La Figure 35bis montre

le déclin de la fluorescence avec le temps pour chaque cas, pour une P02 atmosphérique

(0,21), avec une fenêtre de mesure de 3 ns, un gain de 0,570 et une échelle de sensibilité de

2 Volts. Les valeurs des durées de vie mesurées pour les positions A, B et C sont

respectivement de 83,3 ns ± 2 ns, 84 ± 4 ns et 83,6 ± 1 ns. La mise au point sur la
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monocouche cellulaire fluorescente entraîne une émission de fluorescence dans différents

plans (flou ou halo), et l'ensemble de l'intensité de fluorescence est recueillie quel que soit le

plan observé. Il n'en résulte pas de variation significative dans les valeurs mesurées des durées

de vie .
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Figure 35 bis : Déclin de la fluorescence du PBA (1 /lM) incorporé dans une monocouche de

CE à 20 "C selon la mise au point de l'objet. P02= 0,21 .

d) Influence du nombre de cellules observées dans l'objectif

La Figure 36 montre le déclin de fluorescence du PBA (1 ulvl) incorporé dans une

monocouche en fonction du nombre de cellules (de 2 à 19) observées à l'aide d'un objectif

x20. Cette expérience a été réalisée dans une chambre d'analyse en présence de 100 % d'02.

Les valeurs des durées de vie (mesurées sur trois expériences) sont 39 ± 3, 41 ± 2, 44 ± 3, 44

± 1,44 ± 3 et 49 ± 2 ns pour respectivement 2,5,9, 12, 15 et 19 cellules observées. Il est à

noter que ces valeurs ne sont pas significativement différentes de celles obtenues dans les

mêmes conditions sur un tapis entier de cellules (51 ± 4 ns), ce qui vérifie que la variation des

intensités de fluorescence n'affecte pas les déterminations des durées de vie avec le système

Boxcar et que la distribution du PBA dans les cellules est homogène.
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Figure 36 : Déclin du signal de fluorescence du PBA (1 uM) avec le temps dans une

monocouche de cellules endothéliales selon le nombre de cellules observées dans une

chambre d'analyse en microscopie saturée en oxygène (100 %).
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Figure 32 : Evolution des valeurs des intensités et des durées de vie de fluorescence en fonction

de la concentration en PBA à 20 "C dans l'EtOH.

IL2.11A) Boxcar MM (microscope) et mesure sur une monocouche cellulaire

a) Influence de l'objectif

Le microscope IX-70 Olympus est equipé de 5 objectifs (CPL 10xPH/0,25 - LCPLFL

20xPH/0,40 - LCPLFL 40xPH/0,60 - LCPLFL 60x/0,7 - SP 100x-0,95 Olympus) montés sur une

tourelle manuelle. Ceux-ci ont respectivement des grossissements de 10, 20, 40, 60 et 100 fois et

sont spécifiquement traités UV pour une utilisation optimale en fluorescence. En recueillant le

signal de fluorescence à l'aide de chacun de ces objectifs, nous avons déterminé la durée de vie

du PBA incorporé dans une monocouche de cellules endothéliales à +25 "C sans conditions

particulières d'oxygénation. La Figure 33 montre le signal de fluorescence pour chacun de ces

objectifs et la régression linéaire en mode logarithmique. Les valeurs moyennes des-durées de vie

de quatre expériences sont rassemblées dans le Tableau 10.
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e) Effel de l'étal de confluence

Lorsque le support de culture (lamelle ou boîte) des cellules endothéliales est

entièrement recouvert, l'état de confluence est atteint c'est-à dire que les cellules se présentent

sous l'aspect d'une monocouche cellulaire (inhibition de contact). Pour nos expériences, l'état

de non confluence, c'est-à-dire l'absence de jonction entre les ilôts epithéloïdes, pourrait avoir

une importance non négligeable sur le déclin du signal de fluorescence et ceci pour plusieurs

raisons: formation d'excimères intermoléculaires entre cellules adjacentes, diffusion des gaz

latéralement aussi bien que transversalement, etc . Pour en évaluer l'importance, nous avons

mesuré le déclin de la fluorescence du PBA (1 uM) avec le temps des cellules endothéliales

en l'état de confluence (Figure 37) ou de non confluence (Figure 38), et ceci en présence de

différentes P02 dans une chambre d'analyse. Les constantes d'inhibition dynamiques (Kd) sont

déterminées à partir des représentations 'toIT. vs P02 (Figure 39) et mettent en évidence

l'influence de l'état de confluence sur le phénomène de diffusion de l'oxygène. La valeur de la

constante Kd à l'état confluent (1,33 atm") est du même ordre de grandeur que celle obtenue

par ailleurs dans ce travail et diffère considérablement de celle obtenue à l'état de non

confluence (0,61 atm"). Dorénavant, pour toutes les études portant sur des cellules

endothéliales en microscopie à fluorescence, l'état de confluence est admis.
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Figure 37 : Déclin de la fluorescence du PBA (1 /lM) en fonction de la P02 pour des cellules

endothéliales à l'état confluent.
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Figure 38 : Déclin de la fluorescence du PBA (1 /lM) avec le temps en fonction de la P02

pour des cellules endothéliales ne formant pas de monocouche (à l'état non confluent),
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Durée d'illumination en Durée de vie
secondes (lampe HBO) duPBA

0 76,9 ± 3 ns
0,25 77 ± 2 ns
0,5 76 ± 5 ns

0,75 76 ± 4 ns
1 75 ± 3 ns

1,5 78 ± 1 ns
2 76 ± 4 ns
3 77 ± 5 ns
4 71 ± 1 ns
5 72 ± 3 ns
10 67 ± 5 ns

15 68,0 ± 4 ns
30 65,3±7ns
45 64, 1 ± 5 ns
60 63,2 ± 8 ns
75 62,5 ± 4 ns
90 61,3 ± 3 ns
105 60,6 ±8 ns
150 58,8±9ns
200 52,3 ± 8 ns
250 49,0± Il ns

Tableau 11 : Effet du temps d'illumination d'une monocouche de cellules endothéliales
marquées (PBA II-lM) à l'aide d'une excitation continue HBO 100W sur les valeurs des durées de
Vie.
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Figure 40 : Influence de la durée d'illumination d'une monocouche de cellules endothéliales) sur
le déclin du logarithme de la tluorescence du PBA (1 I-lM) avec le temps.

II.2.11.5) Comparison entre les techniques de détermination des durées de vie

Nous avons mené une étude comparative sur l'inhibition de la fluorescence du PBA par

l'oxygène dans un solvant (EtOH) d'une part et dans une suspension de membranes

érythrocytaires d'autre part . Les résultats obtenus, à l'aide des tro is méthodes, ont confirmé la

bonne concordance des modes de détermination (cf. tableau 12).

Ces valeurs restent assez proches, du même ordre de grandeur malgré quelques légères

différences attribuées au traitement des déclins de la fluorescence .
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Figure 39 : Représentation de Stern-Volmer. Evolution de l'inhibition des durées de vie par

l'oxygène se lon l'état de confluence des cellules endothéliales en culture.

f) Infl uence du temps d 'exposition

Le temps d'exposition d'u n fluorophore à une source d'excitation cons titue un

paramètre important et sa photosabilité conditionne la validité des expériences de

quantification du signal de fluorescence. Pour vérifi er si une exc itation continue (330-360 nm)

à l'aide d'une lamp e à vapeur de mercure HBO 100 W est à l'origine de ce phénomène de

photodégradation, nous avons déterminé les val eurs des durées de vie après différentes durées

d'illumination. Une monocouche de cellules endothéliales en culture marquée avec du PBA (1

~M) est illuminée pendant d~mps différent s (de 0 à 250 s). Les déterminations des durées

de vie sont ensuite effec tuée s à partir d'une excitation pulsée à 337 nm . La Figure 40 montre

l'évolution de la fluo rescence recueilli e à l'aide d'un objectif x20 en fonction des temps

d'exposition (de 0 à 250 s) dans une chambre d'analyse pour une P02 atmosphér ique. Les

moyennes des résultats de trois expériences (Tableau Il) font état d'une diminution des

valeurs des durées de vie après une illumination de 3 s. Au-delà de ce temp s , les mol écules

sondes ont subi un grand nombre d'excitation et la photostabilité diminue pour atte indre 49 ns

après 250 s.
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Milieu Méthode

Comptage Fluor imétrie de phase Boxcar MC

monophotonique

EtOH 1,5 ± 0,15 1,35 ±0,1 1,44 ± 0,2

Membrane 1,8 ± 0,4 1,29 ± 0,3 -

Tableau 12 : Valeurs des con stantes d'inhibition dynamiques du PBA par l'oxygène (Kd en
atm'! pour trois méthodes et dans deux mili eux (EtOH et membrane érythrocytaire).

II.2.11.6) Qualités des mesures

La qualité des mesures var ie selon la méthode et l'instrumentation utili sée.

a) Fluorimétrie de phase

La qualité de la mesure repos e essentiellement sur le choix du fluorophore de référence.

En effet, celui-ci doit posséder une durée de vie unique, comme le diphénylanthracéne (9,24 ns

dans l'éthanol) ou le glycogène (0 ns dans l'eau). La valeur de la durée de vie de la référence doit

correspondre au plu s près à celle attendue pour l'échantillon. La gamme de fréquence de

modulation est également impo rtante pour détecter plu sieurs durées de vie d'un fluorophore. La

précisi on de la mesure est donnée par la répartit ion des valeurs de déphasage ~ et du facteur de

démodulation rapport ée à la valeur °(en %). Le choix du mod èle est validé par les valeurs

calculées du X2 (proches de 1 lorsque le mod èle est bon) .

Les détermination s des durées de vie à l'aide de la fluorimétrie de phase sont très

repro duct ibles et la précision porte sur des va leurs de l'ordre de la picoseconde.

b) Système de type Boxcar

La principale source..d'erreurs est la position des bornes entre lesquelles est faite la

régression . Dans le cas du Ru(phen) incorporé dans le gel de gélatine, le déclin est mono

exponentiel. Cette situation ne se retrouve pas dans tous les cas avec les dérivés pyréniques.

Il est possibl e d'amélio rer le rapport signal sur bruit en considérant la moyenne de

l'intensité mesurée sur un nombre d'éclairs laser définis Navg• Les bruits de moyenne nulle (bruits

blancs) sont alors éliminés. Ce paramètre est à considérer lorsque les intensités sont faibl es
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(rapport signal sur bruit faible) comme dans le cas d'une inhibition totale de fluorescence par

l'oxygène et lorsque le gain du photomultip licateur est figé. Dans notre cas, le moyennage est

fixé à 3, ce qui est un bon compromis entre le temps d'une expérience (3 x 1000 mesures) et la

précision des résultats. L'erreur maximale dans ces conditions est de 4 % (Gou in, 1996).

c) Comp tage monophotonique

La qualité des résultats est donnée par la valeur du X2 mais une meilleure précision est

apportée par l'estimation des résidus et de l' auto-corrélation entre eux. Si leur répartition est

aléatoire autour de zéro et de faible amplitude, on considère que le modèle est bon. Si le modèle

ne suit pas correctement les points expérimentaux, les résidus présentent une variation non

aléatoire par rapport à zéro .

En cas de doute (bru it de fond important) le caractère aléatoire est donné par le résu ltat

provenant du calcul de l'auto-corrélation des résidus.

II.l .lI.?) Précision des valeurs de 1:0

La représentation de Stem-Volmer est classiquement utilisée pour déterminer les

constantes d'inhibition . La constante Kd est définie comme la pente de la droite des rapp orts 1:af'r

en fonction de la P02• II apparaît clairement que la valeur de 'ta a une importance fondamentale

sur la va leur de ce rapport et donc sur celle de Kd. Pour limiter les incertitudes, nous avons

calculé 'ta d'après les valeurs de la durée de vie acquise sur toute la gamme de la P02• En effet IlL

varie avec la P02 de manière linéa ire.

La valeur de 'ta est ainsi définie comme la valeur à l'origine de la droite de régression

obtenue avec les valeurs de IlL. La pente de cette droite donne la valeur de la constante de vitesse

de la réaction d'inhibition kq. En abscence d'inhibition de type statique Ksv = kq.r.,



TROISIEME PARTIE

Résultats et discussions



154

111.1) EFFET DE L'HEMOGLOBINE SUR LA FLUORESCENCE

111.1.1.) INFLUENCE DU GLUTARALDEHYDE SUR LA DIFFUSION DE L'OXYGENE

DANS LES HEMATIES

Article 1 :

Effect of gIutaraldehyde on hemoglobin-dependent quenching of pyrene fluorescence.

Application to oxygen diffusion in erythrocyte. Clin Hemo~heoI (1997), 5 (sous presse).

D Dumas, F Gouin, ML Viriot, JF Stoltz.

Dans cet article, nous avons appliqué le phénomène d'inhibition de fluorescence par

l'oxygène moléculaire sur des suspensions de globules rouges marquées à l'aide de dérivés

pyréniques. De nombreuses études considèrent la bicouche membranaire comme la principale

barrière au passage diffusif de l'oxygène (Stroeve et al, 1976). Pour apprécier l'influence des

propriétés rhéologiques de la membrane sur la diffusion de l'oxygène, le degré de rigidification

des cellules était contrôlé par la concentration en glutaraldéhyde ajoutée (% v/v). Nous devions

également nous affranchir du phénomène d'inhibition de fluorescence par transfert d'énergie

entre les molécules d'hémoglobine et les molécules des dérivés pyréniques. Nous avons mis à

profit deux caractéristiques physico-chimiques du glutaraldéhyde.

En premier lieu, le glutaraldéhyde présente la particularité d'induire une rigidification des

membranes cellulaires. Il est en effet souvent utilisé comme fixateur en microscopie

électronique.

En second lieu, le glutaraldéhyde possède la capacité chimique de polymériser les

molécules d'hémoglobine. Ceci se traduit par une diminution du nombre de molécules

d'hémoglobine libre (non polymérisées) présentant la potentialité d'inhibiber la fluorescence par

un transfert d'énergie non radiatif.

Le taux de polymérisation des molécules d'hémoglobine a été suivi par le rapport des

valeurs des absorbances respectivement à 420 nm (hémoglobine) et 341 nm (acide pyrène

butyrique, PBA). Il apparaît très nettement que l'absorption spécifique liée aux molécules

d'hémoglobine libre diminue avec l'augmentation du taux de glutaraldéhyde.
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Les propriétés rhéolo giques microscopiques sont également affectées. Nous avons montré

que les propriétés élongationnelles des hématies soumises à un champ de cisaillement variaient

avec la concentration (en %) de glutaraldéhyde ajouté. La déformabilité cellulaire atte int un

minimum pour la plu s grande concentration de glutaraldéhyde.

L'influence du glutara ldéhyde sur les prop riétés rhéolo giques au niveau moléculaire

(fluidité) a été étudiée par une technique de formation d'excimères intermoléculaires, dont la

cin étique de form ation est limitée par la diffusion l'une vers l'autre des mol écules d'acide pyrène

dodécanoïq ue (PDA). Les résultats ont confirmé une diminution de la fluidi té membranaire avec

la concentration en glutara ldéhyde.

L'inhibition de la fluor escenc e du PBA par les molécules d'hémo globine est levée en

partie par la po lymérisation des molécules d'hémoglobine. Ce phénomène s'observe très

nettement par une plu s grande amplitude des signaux d'int ensité de fluorescence du PBA en

présence de quantité croissante de glutara ldéhyde .

La constante d'inhibition statique (Ksv), calculée comme la pente de la droite de

régression se lon la représentation clas sique de Stern-Volmer (Fo/F vs Po2) augmente avec le taux

de rigidi fication memb ranaire. Ces données indiquent que l'accessibilité du PBA à l'oxygène

diminue avec le degré de rigidification de la membrane. Ces résultats soulignent le fait que la

membrane rigidifiée présente effectivement une résistanc e significative à la diffusion passive de

l'oxygène.

En conclus ion, la po lymérisation des molécules d'hémoglobine sous l'action du

glutaraldéhyde qui s'acc ompag ne éga lement d'une rigidification tant membranaire que cellulaire,

se révèle être un modèle efficace et simp le d'emploi pour l'étude de la diffusion de l'oxygène par

inhibition de fluorescence des dérivés pyréniques. Cependant , cette rigidification artific ielle se

révèle être un handicap maj eur pour une étude dans des conditions physiologiques.
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Abstract. In the present study, we investigate the effect of glutaraldehyde incorporation on the erythrocyte deforrnability,
membrane fluidity and process of molecular oxygen diffusion. The erythrocyte deformability variations were inversely related
with the glutaraldehyde concentration incorporated. The membrane fiuidity, as assessed by a method based on the kinetics
of pyrene dodccanoic acid excimers formation. decreascd as the glutaraldehyde concentration increased. 50, we verified that
glutaraldehyde incorporation was accompanied by membrane rigidification. In the presence of glutaraldehyde, decreased
absorption of hcmoglobin heme group (420 nm) and decreased hcmoglobin-dependent quenching of pyrè ne butyric acid
(PBA) fluorescence would result from hemoglobin polymerization. Using a technique of fl uorescence intensity quenching by
molecular oxygcn (accessibility tc oxygen), we showed that oxygen diffusion was decreased in the presence of glutaraldchyde.
To conclude, membrane rigidification induced by glutaraldehyde incorporation would affect oxygen molecular process.

1. Introduction

Non-invasive optical procedures are obviously the methods of choice for probing oxygen concen
tration in the biologie membrane. Few techniques have been developed to quantify the diffusiveness
of oxygen in biologie membrane but they all suffer major fiaws [11 ,13). A direct technique of
pyrene fl uorescence quenching by molecular oxygen in erythrocyte membrane was proposed [16).
If a given solvent is very viscous, then the diffusion of the quencher (molecular oxygen) decreases
and the quenching is decreased. Hence, the quenching of pyrene fluorescence is used to study oxy
gen molecular transport processes on a larger scale. Depending on the chemical structure of these
probes, interactions with other more or less specifie intrinsic inhibitors (hemoglobin in erythrocyte)
constitute a secondary pathway towards fluorescence quenching [6,14]. Pyrène emission is quenched

• Manuscript presented at the Symposium on Cellular Aggregation and Adhesion held al the 21st French Congress on
Biomechanics and the 9th French Congress on Biorheology, September 1996. Organized by Prof. Dr. J.-F. Stoltz.

••Address te which correspondance should be sent: Fax: +33 03 83 59 26 43; Email: Durnastâhemato.u-nancy.Ir.
••• Grant for Ph.D. by Negrna Laboratories- Toussous Le Noble.

1386-0291197/$8.00 © 1997 - 105 Press. AlI rights reserved
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by non-radiative energy trJ ~ sfe r to hemoglobin [2]. The Forster distance for the pyrene-hemoglobin
donor acceptor system (43 A) is within the order of magnitude of the membrane bilayer thickness [6].
To escape the influence of allosteric effectors and of hemoglobin, we used erythrocyte membrane to
investigate the correlation between incorporation of cholesterol on rheological properties (membrane
deformability, osmotic fragility [3]), on membrane fluidity and on oxygen diffusion [4]. The effect
of cholesterol on lipid dynarnics is similar to that of glutaraldehyde on protein network [1 5]. For
these two products, the mechanical properties of the membrane revealed a membrane rigidifi cation.
So, human erythrocytes extensively cross-linked with glutaraldehyde displayed very high mechanical
resistance [10], but still bind oxygen completely and reversibly [1]. It was shown that glutaraldehyde !

penetrated the membrane and resulted in the cross-linking of hemoglobin molecules (polymerized
hemoglobin ) [12,1 5]. The conformation and ligation state of hemoglobin during the glutaraldehyde
reaction are important in determining the functional behaviour of fixed cells. It is generally assumed
that the predominant site of reaction of glutaraldehyde with the hemoglobin tetramer is at the z-arnino
group of the lysine residues and the N-terminal amino groups, where Schiff bases are formed.

In this work, pyrene butyric acid (PBA) was anchored on the internal part of the erythrocyte
membrane surface and the effic iency of hemoglobin polymerization by glutaraldehyde was used to
study the behavior of the PBA fluorescence. We examined the effects of glutaraldehyde on hemoglobin
dependent quench ing and on oxygen diffusion. We have also verified that glutaraldehyde incorporation
was accornpanied by membrane rigidification (flui dity of fixe d erythrocyte membrane and erythrocyte
deformability).

2. Materials and mct hods

Fixed erythro cyte preparat ion. Hurnan red cells suspensions (Etablissement de Transfusion sanguine,
Vandoeuvre-les-Nancy) were washed three times in PBS. Erythrocytes treated with gluraraldehyde
was obtained as follows: erythrocytes (at 20% hernatocrit) were immersed in glutaraldehyde solution
(0.001-0.1 %) far 30 min at 4cC, then washed with Sorensen medium. In oxygen quenching exper
iments, 3 j.LI stock solutions pyrene butyric acid (PBA, Molecular Probes, Eugene City, OR, USA,
1 mM in dimethylformamide) were added to 1 ml of the fix ed al' normal erythrocyte suspension in
2 ml PBS. After incubation for 30 min, the ratio of absorbance values 420 nm [9] (isosbestic wave
Iength far hemaglabin) ta 341 nm (PBA) was determined (Beckrnan UV-DU640 spectrophotometer).
In membrane fluidity experiments, 15 fil pyrène dodecanoic acid (PDA, Molecular Probes, Eugene
City, OR, USA, 1ITÙ\1 in dirnethylformarnide) was added to 1 ml of the erythrocyte suspension in 2 ml
PBS. The concentration (5 fiM ) was checked using a molar extinction coefficient of 4 x 104 M- 1cm- 1

at 343 nm.

Erythrocyte deformab ility. Erythrocyte deformability was assessed by determining a non-dimensional
elongation index of erythrocyte under the tangential stress applied according to the principle of light
diffraction by partic1es. Measurements are made using a viscosimeter (Laser-assisted Optical Rota
tional Cell Analyser) (Academie Medical Center, Amsterdam) and the method was described in early
srudy [3].

Membrane fluidity. The ratio of steady-state excimer (Iexc, 475 nm) to monomer (Imono, 376 nm)
fluorescence emission has been regarded as a measure of the resistance of membrane against lateral
diffusion of the monomer and is used as an index to evaluate the membrane fi uidity [7]. In this
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experiment, the lower value of Ic xcilmono observed in erythrocyte suspension can be relatcd to a
reduced mobility of unquenched POA (by hemoglobin). Fluorescence ratio were recorded on a Spex
Fluoromax-2 spectrofluorometer with excitation wavelength at 343 mn.

Oxygen diffusion. The fluorescence intensity of the fluorescent probe decreases as the quencher
(oxygen) concentration increases, The ratio of a fluorescent probe intensities in the absence (Fo) and
in the presence (F) of oxygen obeys, as a first approximation, to FolF = 1+ Ks\' [02] with Ksv the
Stern-Volmer steady quenching constant [8]. The bimolecular quenching constant K.q represents the
collision frequency between PBA and oxygen. Fluorescence spectra and intensity were measured with "
a Spex Fluoromax-2. Excitation wavelength was 343 nm.

3. Results

Absorbance spe ctrum. PBA monomer fl uorescence band overlaps with the Soret absorption band of
Hb heme group. It appeared of sorne interest to investigate the related change of light absorbance
in the Soret band of hemoglobin in fixed and normal erythrocytes. There is a detectable change in
the absorbance spectrum of normal and fixed erythrocyte by various glutaraldehyde concentrations in
the presence of given PBA concentration. The ratio of absorbance values (420 to 341 nm) decreased
after incorporation of glutaraldehyde: 1.86, 1.03, 0.72 and 0.95 with, respectively, 0, 0.01 25, 0.0250
and 0.05 glutaraldehyde solution ('7c). For higher glutaraldehyde concentration, the spectrum totally
lost its original characteristics due to the domination of polyrnerized hemoglobin .

Erythrocyte defo rmability. The results represent the evolution in elongation index according to the
shear stress applied to a suspension of normal and fixed erythrocytes. When erythrocytes are exposed
to glutaraldehyde, the elongation index values decreased prcgressively with the concentration of glu
taraldehyde , as demonstrated in Fig. 1. The deforrnability of erythrocytes was significantly reduced:
the erythrocytes becarne more rigid and less defonnable.

Membrane fluidity. Under the conditions used for labelling (PDA, 5 pM), the results reveal a decrease
of IexclImono according to the glutaraldehyde erythrocyte level, Membrane fluidity clearly distinguish
normal from fixed ells with glutaraldehyde (Fig. 2).

Effect of glutaraldeli yde on PBA fluorescence spectra and intensity. Figure 3 shows the fluorescence
spectra of PBA (l pM) in erythrocyte suspension with various glutaraldehyde amount (%). Fluores
cence intensity is markedly increased in the fixed erythrocytes as compared to the normal erythrocyte,
In accord with energy transfer to heme in the normal erythrocytes, PBA fluorescence is quenched in
absence of glutaraldehyde. It can be seen that hemoglobin-dependent quenching of PBA fluorescence
is decreased.

Influence of glutaraldehyde on PBA accessibility ta oxygen. Figure 4 shows the Stem-Volmer plot
for the quenching of PBA by molecuJar oxygen. PBA accessibility to oxygen decreased significantly
after incorporation of glutaraldehyde suspension (from 0 to 0.1%). Fluorescence inhibition by oxygen
is a relative measurement (loiI) which constantly integrates a possible influence of the membrane
fluidity.
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4. Discussion and conclu sion

\\Te have demon strated a close relation between the erythrocyte deformability, the membrane fluidity
and the added glutaraldehyde concentration (%). So, we verifi ed erythrocyte membrane rigidification
induced by glutaraldehyde. Decreased absorption of Hb heme group (420 nm) would result from
increased hemoglobin polymerization by glutaraldehyde. Consequently, the subsequent increase of
fluorescence PBA, as the concentration of glutaraldehyde increases, can be attributed to a decrease of
PBA fluorescence quenching by hemoglobin. This quenching has been widely recognized as the result
of energy transfer from the PBA molecule to the hemoglobin molecule. The membrane rigidification !

linked to glutarald ehyde reaction would reduce oxygen diffusiveness on the lipid bilayer surface (in
which PBA is incorporated). These results were not observed with the pyrene dodecanoic acid (data
not shown), incorporated in the middle of the membrane bilayer. The influence of hemoglobin on
quenching fluorescence by oxygen is not constant in all experirnents because of varying absorption
of Hb heme group with various glutaraldehyde concentrations. But fluorescence inhibition by oxygen
is a relative measurement and would reflect membrane rigidification induced by glutaraldehyde. In
conclusion, the extensive network of protein cross-linking which results from the glutaraldehyde
reaction is effective in modifying the diffusion of oxygen molecule.
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111.1.2) INFLUENCE DU TAUX D'HEMOGLOBINE RESIDUELLE MEMBRANAIRE

SUR LE SIGNAL DE FLUORESCENCE

Les rés ultats précédents ont mi s en évidence l'effet inhibiteur de l'hémoglobine sur le

signa l d'émission de fluorescenc e. L'utilisation du glutaraldéhyde permet de s'affranchir de ce

phénomène mais ne constitue qu'un modèle d'étude qui ne se rencontre pas dans l'organisme. De

plus, il présente l'inconvéni ent de rigidifier les cellules mêm e à très faibl es concentrations.

Une autre approche a été mise en œuvre. Elle consiste à produire des érythrocytes

débarassées de leur contenu en hémoglobine, c'est-à-dire pour obtenir des membranes refermées

suite à une hémolyse. De nombreux travaux ont porté sur la membrane du globule rouge ("ghost"

ou fantôme) qui constitue maintenant un modèle d'étude des membranes biologiques en géné ral.

Divers protocol es furent établis en vue de préparer des membranes plus ou moins particulières

(retournées, fermées, ...). Cependant, peu d'études ont porté sur l'incid ence des molécul es

d'hémoglobine résiduelle sur le signal d'émission de fluorescence (Yguerabide, 1994). Ces

molécul es seraient ancrées à la surface interne de la membrane et persistent aux divers lavages

préconi sés par les protocoles de préparation des membranes. Elles parti ciperaient directement à

l'inhibition du signa l de fluorescence au mêm e tit re que l'oxygène.

Nous nous sommes ains i intéressés à l'influence de la concentration en hémoglobine

résiduelle membranaire sur les valeurs des ani sot ropi es de fluorescence du DPH «rDPH» ainsi

que sur les valeurs des durées de vie du PDA Cr). Celles-ci fur ent mesurées par fluorimétrie de

phase dans des cuvettes à circulation. Les résultats de troi s expé rience s sont rassemblés dans le

Tabl eau 13.

Nombre de [Hb] mg/dL <rDPH> 'to (ns) 't0 2 (ns) 't 1 (ns)
lavages P0 2 = ° P02 = 0,2 P02 = 1

3 13,71 ±3,5 0,264 ± 0,001 174 ± 7 136 ± 4 57 ±2

4 8,48 ± 1,48 0,260 ± 0,002 182 ± 3 129 ± 7 62 ± 5

5 6,24 ± 1,01 0,262 ± 0,003 184 ± 3 146 ± 2 57 ± 7

6 5,23± 0~ 0,254 ± 0,06 181 ± 1 135 ±5 61 ±3

7 3,89 ± 1,21 0,258 ± 0,01 200 ±2 140 ±5 87 ± 1

8 1,97 ± 0,51 0,256 ± 0,03 198 ± 4 139 ± 1 86 ±4

9 - 0,260 ± 0,06 199 ± 1 140 ± 2 87 ± 7

T ableau 13 : Influenc e de la concentration en hémoglobine résiduelle membranaire sur les
val eurs d'anisotropie de fluorescence du DPH et les valeurs des durées de vie du PDA.
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Les constantes d'inhibition dynamiqu e de l'acide pyrène dodécanoïque (KdpDA) sont

calculées comme la pente de la représentation 'tof'r en fonction de P02• Il apparaît clairement que

la présence de molécules résiduelles d'hémoglobine n'a pas d'effet sur la fluidit é membranaire

« rDr B» alors que son influence est importante sur les valeurs de 'tpDA (KdpDA) . Les sondes DPH

et PDA sont préférentiellement localisées dans les régions profondes de la memb rane, au niveau

des chaînes hydrophob es des phospholipides. La présence des molécules d'hémo globine

const itue une seconde voie d'inhibition de la fluorescence du PDA (Figure 41) . Ce phénomène

est maintenu reconnu comme le résultat d'un transfert d'énergie entre les molécules de pyrène

(émission de fluorescence entre 376 et 420 nm pour le monomère) et les mol écules

d'hémoglobine (absorption entre 400 et 420 nm) (Schachter et al, 1982 ; Celedon et al, 1992).

Ceci est permis par l'incorporation du PDA dans la région profonde de la membrane, ce qUI

augmente la prob abilit é de proximit é avec les molécules d'hémoglobine.

Suite à ces données, le proto cole de préparation des membranes comporte 8 lavages afin

de s'assurer que le phénomène d'inhibi tion observé est uniqu ement dû à la présence de molécules

d'oxygène moléculaire.
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Figure 41 : Evolution de la constante d'inhibition dynamique du PDA en fonction de la
concentration en molécules d'hémoglobine résiduelle membranaire.
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111.2) EFFET DE LA RIGIDIFICATION MEMBRANAIRE SUR LA DIFFUSION DE
L'O XYGENE DANS LA MEMBRANE D'ERYTHROCYTE

La perte de l'asymétrie de la bicouche membranaire correspond à des situations où la

défo rmabilité est diminuée par une anomalie de constituants protéiques ou lipidiques (Mohandas

et al, 1993). Le mainti en de l'asymétrie de la membrane et des propri étés viscoélastiques

(déformabi lité...) est ain si largement dépendant de l'intégrité du cytosquelette membranaire.

De la déformabilité érythrocytaire dépend en partie le phénomène d'agrégation, en inter

relation avec le paramètre plu s global qu'est la viscosité sanguine .

On rencontre par exemple des agrégats pathologiques d'hématies au cours de l'infarctus

du myocarde, des arté riopathies aux différents st~des d'évolution et d'un e façon générale au cours

de pathologies cardio-vasculaires ischémiantes.

Certaines pat holo gies sont directement reliées à des caractéristiques constitutionnelles

membranaires précises associées ou non à l'hémo globine (drépanocytose, ellyptocytose,

patholo gies hémolytiques) (Orntoft et Clausen, 1994).

L'acc umulation de cholestéro l augmente la surface membranaire et entraîne une

diminution de la fluidité membranaire, de la déforrnabilité par rigidification membranaire

(acanthocytos e con génitale, syndrome de Zieve...). Certains auteurs l'ont confirmé (Po ss et al,

1990) et d'autres ont tenté d'y associer une baisse du coefficient de diffusion de l'ox ygène au

niveau cellulaire (Uchida et al, 1992 ; Fischko ff et Vanderkooi , 1975).

De manière très nette, la relation entre la déformabilité érythrocytaire, la viscosité

sanguine et le transport globa l de l'oxygène était admise depui s longtemps (Shiga et al, 1979).

Une approche plu s fine qui con siste à étudier la diffusibilité de l'oxygène à travers la membrane

érythrocy taire restait à envisage r.

L'hypoxie occasionn ée par une bai sse de la diffusivité de l'oxygène à travers la membrane

de l'érythrocyte semblerait liée en grande partie aux caractéristiques rhéologiques de la

memb rane (Kikuchi et al, 1994}.--

A ce jour, cette relation n'a pas été montrée à l'échelle membranaire. Il paraissait

intéressant de recueillir des info rmations expérimentales sur le comportement rhéologique

membranaire afin de les con front er à des données provenant d'expériences de mesure de

diffusion de l'oxygène sur les mêmes échantillons.
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L'impact d'une telle étude pour la compréhension des phénom ènes de transport globaux

de l'oxygène dans certaines pathologies est à prendre en considération . En effet, associ er un

déficit du transport diffusif de l'oxygène à une anomalie constitutionnelle propre à la membrane

érythrocytaire donne une nouvelle approche du phénom ène d'hypo xie dans les pathologies

ischémiantes.

Pour réaliser cet objectif, et préalablement à l'étude de la diffusion de l'oxy gène,

l'élaboration d'un modèle qui permet de vérifier, contrô ler et maîtriser le phénomène de

rigidification membranaire a dû être déve loppé.

C'est la raison pour laquelle nous avons étudié dans un premier temps les effets du

cholestérol sur les propriétés rhéologiques de la membrane, particuli èrement la déformabilité et

la fragilité à l'hémolyse.
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111.2.1) INFLUENCE DU CHOLESTEROL SUR LA DEFORMABILITE ET LA

FRAGILITE OSMOTIQUE

Article 2 :

Influence du cholestérol sur la déformabilité cellulaire et la fragilité osmotique des

hématies. Journal des Maladies Vasculaires (1996), 21,3, 181-184. D Dumas, J Didelon, JC

Humber t, T Gigout, RJ Rasia, JF Stoltz.

Ces résultats ont également fait l'obj et d'un e seconde publication:

Influ encia dei colesterol en membrana sobre la deformabilidad y la frag ilidad osmotica

eritrocitarias. "Acta Bioquimica Clinica Latino -america". D Dumas, J Didelon, JC Humbert, T

Gigout, RJ Val verde, RF Rasia, JF Stoltz.

L'érythrocyte mature perd sa capacité à synthétiser le cholestérol. Il s'établit cependant un

renouvellement permanent par un échange équilibré entre le cholestérol de la couche externe et le

cholestérol libre associ é aux lipoprotéines. Etant donn é qu'aucun récepteur membranaire

spéc ifique des lipoprotéines n'a été mis en évidence au niveau de l'érythrocyte, les échanges

semblent s'effectuer par diffusion . Nous avons mis à profit cet échange pou r incorporer

différentes quantités de cholestérol au sein de la membrane érythrocytaire. Il s'agit en fait

d'hémisuccinate de chol estérol qui est miscible dans les solvants aux concentrations utilisées

(Bach et al, 1995). La quantit é totale de cholestérol incorporé dans la membrane est déterminée

par un dosage colorimétrique et la concentrat ion en protéine à l'aide d'un kit commercial. Nous

avons ainsi défini le rapport des concentrations en cholestérol et en prot éines (C/Pt) comme un

index , en relation avec la compressibilité de la membrane (rigidité membranaire). En effet,

l'influence des protéines sur la dynamique de la membrane est similaire à celle du cholestérol.

Les valeurs extrêmes du rappo rt C/Pt sont 0,18 et 0,83 .

Nous avons cherché à caractériser les propriétés rhéologiques de ces cellules suite à

l'incorporation de cholestérol, à l'aide de deux méthodes: la détermin ation de la déformabilité

érythrocy taire et la mesure de la rés istance à l'hémolyse hypotonique lente.

La déformabilité (cf. Ann exe 2) est une propriété fondam entale des érythrocytes qui

permet à ces dern iers de circuler dans des vaisseaux de diam ètre de troi s inférieur au leur
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(capillaires). Cette propriété rhéologique microscopique conditionne l'écoulement des hématies

dans la microcirculation et affec te l'oxygénation des tissus.

La résistance à l'hémolyse reflète la capacité d'une membrane à diminuer ou résorb er

certaines contraintes (Serova et al, 1993) liées aux pressions osmotiques (sels) et oncotiques

(protéines) exercées sur toute cellule vivante communiquant avec le milieu extérieur. Un appareil

a été développ é au laboratoire par J. Didelon pour effectuer ce type d'analyse (cf. Annexe 2.

Development on an automated, slow dialysis deviee for measuring erythrocyte osmotic

resistance. J Didelon , T Gigout , D Dumas, JC Humb ert, G Gauchoi s, M Gentils , JF Stoltz.

Innovation and Technology in Biolo gy and Medicine (1996) , 11, (4), 337-351.

No us avons tenté de relier les résultats relatifs aux deux méthodes d'investigation

(défor mabilité érythrocy taire et fragilité osmotique). Cette étude nous a permis de développer un

modèle de rigidifi cation membranaire permettant des situations extrêmes en terme de degré de

fluidit é.
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RÉSL'MÉ : A BSTRACT :

Influence du cholestéro l sur la d éforrnabil ité cellulaire ct la Ira
gilité osmotique des hémat ies,

L' influence de l'incorporation dh érni succinate de cholestérol
sur les propriétés rhéologiques de la membrane éryt hrocytaire est
évalu ée par des mesures de déformabilit é (index délongation) et
de fragilité osmotique ( << hémolyse initiale ») . La concentration en
cholestérol est exprimée pOl' le rapport cholest érol/prot éine (C/Pt).
Les deux approches exp érimentales utilisées présentent des sensi
bilités de réponses différentes d' une part selon les protocoles
d'incubation utilisés (12 h 25 °C1I2 h 25 "C puis 12 h 37 OC) et
d'au tre part selon la quantité de cholestérol incorporée dans la mem
brane (C/Pt de 0.18 il 0.8:'). Les variations de d éformabili t é ct de
fragilité osmotique observées sont en relation inverse avec les
concentrations de cholestérol incorporées. Cependant ces deux tech
niques ne font pas appel aux mêmes types de d éformation. Les
différences expérimentales observées pour les mesures de déforma
bilité et de fragilité osmotique sont discutées selon le type de défor
mation de la membrane et les signaux recueillis par les deux
systèmes, (l Mal vase 1996 : u . poges i Sl· 1S4).

Mars-clés: Hématies, D éformabilité cellulaire, Fracilit é osmo-
tique. Cholestérol, -

INTRODUCTION

Le maintien de l' asymétrie de la membrane des
hématies et de ses propriétés viscoélastiques (1 ) est
dépendant de l' intégrité du cytosquelene membranaire (2.
3) et de la r épart ition des lipides. Ainsi, la « rigidifica
tion » de la membrane par accumulation de cholestérol,
entraîne une modification de ses propriétés mécaniques
(4,5), de sa fluidité (6) et de sa résistance à la lvse osmo
tique (7). D'un point de vue physiologique les 'modifica
tions des propriétés rhéolegiqtres ont comme
conséquence une baisse du transport global (8) ou molé
culaire de l'oxygène (9, la). Parmi les approches rhéo-

Communication présentée il la session d'Hém orbéologie clinique,
XXX' Congrès du Collège Français de Pathologie Vasculaire.

Reçu le 30 mai J996 .
Acceptation par le Comité de Rédaction le )0 juin J996.
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Effects of cholesterol on the dcform abi lity and osmo tic fragility
of red blood cclls.

The effect of cholesterol hernisuccinate incorporation on the
rheological properties of the erythrocyte membrane was assessed
by measuring defonnabili ty (elongation index) and osmotic fragi
lit)' (<< baseline hemolysis »). Th èse two experimental meihods have
different response sensiiivities according tc the incubation protocols
(12 h 25 °C/ 12 h 25 "C then 12 h 37 OC) ant to the arnount of cho
lesterol incorporaied in the membrane (C/Pt from 0.18 to 0.83J,
The deformability and osmoiic fragility variations observed are
inversely rclatcd with the cholesterol concentrations incorporaied.
The experimental differe nces observed in the dcformability and
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logiques, la mesure de la déformabilité érythrocytaire [fil
trabilité (1 1), temps de transit dans un capillaire (1 2),
élongation dans un champs de cisaillement (1 3)] est pra
tiquée depuis longtemps comme méthode utilisable en
diagnostic clinique (14, 15). De même, l'utili sation de la
technique d' hémolyse (méthode de « Dacie ») a permis
d'utiliser la mesure de la résistance aux solutions hypo
toniques comme examen de routine et de proposer un
modèle rhéologique du comportement de la membrane
(1 6). Cependant, cette technique manuelle compone des
manipulations longues et les résultats restent peu précis
(17).

Dans ce travail, nous avons étudié l'incorporation
d' h érnisuccinate de cholestérol dans la membrane éry
throcytaire et son incidence sur la déformabilité et la
résistance à l'h émolyse. Les résultats sont brièvement dis
cutés en terme de sensibilité des réponses obtenues avec
les techniques d'approche utilisées en relation avec les
formations engendrées (1 8).
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~1ATÉRJELS ET !'I1 ÉTHODES

PRÉPARATIOS DESSL'SPESSIOSS ÈRYTHROCYTA IRES

Des hématies de donneurs sains prélevés sur anticoagulant ACD
(E.T.S de !'\ancv·Brabois) sont lavées 3 fois avec un tampon phos
phate isotonique PH 7.4 (137 m}'1 :\'aCI, 2,7 m~1 Kcl, :\'a2HPO~
10 n1..\1 et J,~ mM KH ::PO~, 300 mOsm).

L' incorporation d'hémi succinate de ~h.oJestérol est réa~isée
selon la procédure modifiée décrite par.Shinitzky (19) :.2 n~1 d. une
suspension d' érvthrocvtes à hématocrite 20 '7c sont ajoutes a un
milieu d' incorporation' (3,5 9c de pol)"\'inyl-pyrrolidone, O:~ Tc glu
cose, 1 % albumine et 0.8 % HEPES) comportant différentes
concentrations en hérnisuccinate de cholestérol (0.250 mg/ml solu
bilisé au préaln?le. dans r éthanol), L'n t é.n~ o i n e~~ réalisé d~ns des
conditions similaires, sauf que Je milieu d mcorporauon ne
compone pas d' hémisuccinate de cholestérol avec toutefois la
même proportion en éthanol. Après 1:: h d'Incubation à température
ambiante (25 OC), quelques ml sont pr él evés et lavés 3 fois avec du
tampon phosphate. La déformabilité et la fragilité osmotique sont
alors d éterminées sur les suspensions érythrocytaires. La suspen
sion non utilisée est alors incubée) 2 h à 37 "C (20) puis lavée 3
fois en tampon phosphate. La d éformabilité el la fragilité osmotique
sont alors mesurées. La quantité d'hémisu ccinate de cholestérol
total incorporée dans la membrane après extraction (21) est obtenue
par une méthode colorim étrique (22) à partir d'u ne courbe ~t alon

d'h érnisuccinaie de cholestérol dans l'éthano l. La concentrauon en
protéine mernbranaire est d éterminée à l' aide d' un kit de dosage
(Bicinchoninic acid protein assay, kit Sigma) avec comme standard
un rnélance d'a lbumine (50 g/l) et de globulines humaines (30 g/l)
(réf. 540·10 Sigma). La concentration en cholestérol est exprimée
par le rapport cholestérol 1 protéine (C/Pt). Les résultats présentés
dans ce travail représentent la moyenne de 4 expériences.

MESCRE DE LADÈFOR~lAB J Ll TÈ ÈR YTHROCYTAIR E

La déformabiliié éryi hrocytaire est approchée par la mesure de
J'Index d'Elongation (I.E) en fonction des contraintes tangentielles
appliquées selon le principe de diffraction de la lumière par des
particules (23). Après régulation de la température (37 OC) 2.5 ml
d'un e suspension homogène contenant 50 g/1 de polyvinyl-pyrroli
done et 10 J.l1 de suspension de globule rouge hématocrite ::0 'Ï'c
sont injectés dans l' entrefer d' un viscosimètre (LORCA, « Laser
assisted opiical rotational Cell Analyser » (24) (Academie medical
center J 105 .-\ZAmsterdam), L'application de contraintes de cisail
lement (de 0.3 à 53.65 Pa.) induit un alloncernent des hématies et
les chancernents de formes des imaces de dilfr3ctio'n sont visualisés
par projection sur un écran. Pour chaque valeur dela contrainte de
cisaillement une caméra vid éo enregistre l'image et un programme
permet le calcul de l'index d'é longation (E.!) [El =(A - B) 1 (A +
B) où A et B corre spond ent respectivement aux axes verticaux et
horizontaux des clichés de diffraction).

MESL'RE DE LA FRAGILITÉ OS~IOTJQL'E PAR HÉ~10LYSE LE~'TE

Le principe de la méthode est de soumettre de façon continue,
par dialyse, les hématies à l' action d' un milieu hypotonique décrois
sant entraînant l'h émolyse progressive des érythrocytes. Les
mesures sont effectuées avec un appareil développé au laboratoire
(Fragilirnè tre) et commercialisé par R égulest (ZA Sainte-Agathe.
Florange, 57000 France). Après étalonnage pour d éterminer les
valeurs hautes et basses de la résistivité du milieu de suspension
par des électrodes, on injecte J60 pl d'un e suspension d'h ématie
au 1/40 (eau physiologique) dans une enceinte composée d'une
membrane à dialyse (spectral-or seuil de coupure 10000 Daltons)
plongée dans 90 ml d'e au distillée. L'hém olyse est suivie à 37 "C
par une augmentation de la lumière transmise couplée à une dimi
nution lente et progressive de la concentration saline. Un graphique
représente les valeurs de transmission en fonction de la concentra
tion saline de la solution. Un programme informatique de traitement
des sianaux de l' évolution de la lumière transmise en fonction du
temps- et de la concentration en électrolytes minéraux donne les
valeurs dites " hémolyse initiale» calculée par ajustement à la tech
nique de Dacie pour un seuil de transmission de 2 'k.

TADLEAU 1. - Valeurs de l' index déloncation d'hém aties
incubées avec différents rapports cholest érol/prot éine (C/Pt)
pour une contrainte de cisaillement de 29,9 Pa.

Elo ngation index af l'cd cells incuba tcd with diffc 
rent cholestero l/proteln (CIPT) l'alios f or a 29.9 Pa shccr stress.

Rapport C/Pt 12 h 25 -c + 12 h 37 "C

0,18 (témoin) 0,538 ± 0,011 0,562 ± 0,012
0,19 0,572 ± 0.010 0,579 == 0,009
0,35 0.523 ..:. 0,013 0.51 == 0,011
0,65 0.506 == 0,014 0,458 == 0.012
0,71 0.57 1 == 0,013 0,191 == 0.013
0,83 0,42 1 == 0,015 0,111 == 0,012

TABLEAU II. - Hémolyse initiale (gll !'\aCI) avec un seuil de trans
mission de 2 'il: pour des hématies incubées avec différents raI'
pon s cholestérol/l'l'Oléine (C/PI).

Initial liemolys is (gll NaCl) with a 2 'k transmis
sian thrc shold for l'cd cells incubated with diffe rent cholesterol/
proiein (ClPI) l'alios.

Rapport C/Pt 12 h 25 -c + 12 h 37 °C

0,18 (témoin) 5,62 == 0.25 6.39 == 0,26
0,19 5,90 == 0,27 5.69 ±' 0.::6
0.35 6.71 == 0,3 6.35 == 0,29
0.65 6.92 == 0.28 7.84 == 0,29
0,71 7,28 == 0.28 8.82 == 0.27
0,83 8,10 == 0.29 8.85 == 0.28

RÉSULTATS

Les expériences ont porté sur des suspensions de glo
bules rouges avec ou sans contact avec différentes
concentrations en h érni succinate de cholestérol. Les
déterminations de la déformabilité et de la fragilité osmo
tique portent d' une part sur des suspensions incubées 12 h
à 25 "C et d'autre pan sur des suspensions incubées 12 h
à température ambiante puis 12 h à 37 oc. La détermina
tion des paramètres rhéologiques après incubation durant
12 h à 37 "C pennet de sensibiliser l'examen et de mieux
déceler une tendance à une baisse de la résistance osmo
tique ou de la déformabilité,

DÉFORMAB1LlTÉ

L'index d'élongation reflète la capacité de déforma
tion des hématies pour les contraintes de cisaillement étu
diées. La fig ure J représente les évolutions de cet index
en fonction des contraintes tangentielles appliquées pour
des slobules rouees témoins ou incubés avec différentes
doses de cholestérol. Après 12 h d'incubation à 25 "C, la
figure lA montre que l' augmentation du rapport C/Pt (de
0.19 à 0,83) a peu d' incidence sur )'évolution des I.E en
fonction des contraintes appliquées (de 0,3 à 53,65 Pa),
Ces résultats indiquent que l'in corporation en cholestérol
dans la membrane est effective pour un rapport C/Pt de
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FIG.l . - Variation de l'I ndex d' Eloncution en fonction des
contraintes tangentielles appliquées pour des hématies. compor
tant différents rapports rnembranaires cholestérol/protéine.
incubées 12 h à 25 "C (graphe A) ou 12 h à 25 "C puis 12 h à
37 "C (graphe B).
• 0.83; Â 0.7] ; Y 0.65; + 0.35; • 0.19 : • 0.18
(témoin).

l'aria/ioll of elonga tion index as a [unciion of tan gcntial
STress applied /0 red blood a ils witl i diffe ren t cho lesterol/pro
tein memb rane l'al ios and incubatcd a/ 25 "C f or 12 h (cII IT e A)
or a/ 25"C fo r 12 h tlien QI 3i' f or 12 h ( CIl1W B ).

0,83 avec des E.I significativernent diminués. Pour les
échantillons incubés 12 h à température ambiante puis
12 h à 37 "C, l' allure de la courbe (fig. l B) montre, pour
chaque contrainte de cisaillement, une diminution des
valeurs des I.E. en fonction de la concentration en cho
lestérol.

Les résultats pour une contrainte de cisaillement de
29,92 Pa. sont présentés dans le tableau 1. Il apparaît
d'une part que l'addition de cholestérol affecte la d éfor
mabilité érythrocytaire de manière non proportionnelle
au rapport ClPt (de 0,538 à 0,421). D' autre part l'incu 
bation à 37 "C amplifie le phénomène de diminution de
la déformabilité (de 0,562 à 0, Ill) en respectant l' évo-
lution des rapports CIPt. -

FRAGILITÉ OS!>10TlQUE

La figure 2 représente les évolutions des intensités de
lumière transmise en fonction de la concentration saline
(g/I NaCI) appliquée sur une suspension de globules
rouges témoins ou incubés avec différentes concentra
tions de cholestérol.

FIG. 2. - Variation de la transmission de lumière en fonction de
la concentration saline des suspensions d'hématies comportant
différents rapports membranaires cholestérol/protéine incubées
12 h 25 -c (graphe A) ou 12 h 25 -c et 12 h 37 -c (graphe B).

• 0,83 ; Â 0,7 1 ; Y 0.65: + 0.35 : • 0.19 ; . 0.18 (témoin).
s'oriotions ill light tran smission as a funct ion of saline

co ncentration ill Th e suspe nsion of red blood cells with different
cliolesterol/p rotcin membran e l'al ios and incub ated a/ 25 ' C fo r
12 h (curve A] 01'0 /25 ' C for 12 h tlicn 01 3i ofo r 12 h (cun'c
B).

Après 12 h d'in cubation à température ambiante
(fig. 2A), les courbes de fragilité osmotique (de forme
sigmoïdale) se situent de part et d'autre de la courbe
témoin mais reflètent les différents rapports ClPt dans la
membrane (de 0,18 à 0,83). Les valeurs de l' « hémolyse
initiale » croissent régulièrement (de 5,62 à 8,1 gll NaCl)
avec le rapport ClPt (tableau ll). Après une nouvelle
incubation de 12 h à 37 "C (fig. 2B) les courbes reflètent
une plus grande sensibilité à l'h émolyse pour des concen
trations salines supérieures.

DISCUSSION

L' altération des propriétés rhéologiques de la mem
brane érythrocytaire se traduit par une diminution de
l'aptitude à se déformer de la cellule et se révèle in l'irra
par une augmentation de sa fragilité, Dans ce travail, nous
avons vérifié que l'incorporation de cholestérol entraîne
une baisse de la d éforrnabilité et une augmentation de la
fragilité osmotique mais les résultats ne sont pas exacte
ment superposables selon l' approche utilisée. Sur des
hématies incubées 12 h à 25 "C il apparaît que l' évolution
de la défonnabilité jusqu 'à une contrainte de cisaillement
de 29,92 Pa n' est que peu dose-dépendante. Dans les
mêmes conditions d'incubation les expériences réalisées
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avec le fragilimètre indiquent que les valeurs calculées
de 1' « hémolyse initiale » augmentent avec la concentra
tion en cholestéro l. Pour les suspensions de globules
rouees incubées 12 h à 25 "C puis 12 h à 37 "C, les deux
techniques permettent d' apprécier les variations de d éfor
mabilité et de fracilité osmotique selon la concentration
en cholestérol. Nous avons cependant observé que la
méthode par diffraction laser présentait une sensibilité de
réponse particulière qui distingue deux classes pour cha
que expérience. Ces faits donnent à penser que les défor
mations mernbranaires engendrées par le système
(augmentation de la surface pour l'hémolyse ou du rayon
de courbure cellulaire pour le cisaillement) seraient à
l'ori aine de ces différences OS). Au cours de l'h émolyse,
le processus de gonflement de l' hématie est lent et permet
à tout instant l'équi libre osmotique entre l'intérieur et
l'ex térieur de la cellule . Au moment où le rayon de
l'h ématie, devenant sphérique, atteint un rayon critique
pour une certaine concen tration saline, il y a ouverture
de pores dans la membrane et hémolyse. L'incorporation
de cholestérol dans la membrane peut être suivie par le
gonflement du globule rouge en solution hypotonique. Le
Fragilimë tre permettrait de suivre cette augmentation de
volume en mesurant la transmission lumineuse en fonc
tion du dezré dhérnolvse mais ézalernent la variation de
la déform~tion mernbranaire par-la quantificat ion de la
diffusion « avant »,

Dans ce travail. deux méthodes d'approche différentes
ont été mises en œuvre pour étudier J'influence de l'i ncor
poration dh érnisuccinate de cholest érol sur les proprié tés
mécaniques de la membrane éryihrocytaire. Pour des
concentrations en cholestérol croissantes, les mesures de
d éforrnabil ité ne permettent pas d'observer de différences
significat ives après l 2 h d'incubation alors qu'une
seconde incubation mel le phénomène de rigidificat ion
en évidence par rapport au témoin. Dans les mêmes
conditions expérimentales, les mesures de fragilité osmo
tique indiquent clairement que cette technique d'hémo
lyse décèle un phénomène quantifiable proportionnel à la
concentration en cholestérol. D'autres travaux sont en
cours pour améliorer l' approche méthodologique du cal
cul des paramètres de la fragilité osmotique en particu lier
au niveau du suivi des déformations mernbranaires au
cours du processus.
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111.2.2) INFLUENCE DU CHOLESTEROL SUR LA DIFFUSION DE L'OXYGENE

DANS LA MEMBRANE D'ERYTHROCYTE

111.2.2.1) Détermination du type d'inhibition de fluorescence en présence de cholestérol

Atiicle 3

Mesure de la diffusivité de l'oxygène par inhibition de fluorescence de sondes pyréniques

dans la membrane d'érythrocyte enrichie en cholestérol. Journal de Chimie Physique

(1997), 94, 1-17. D Dumas, S Muller, F Baros, F Gouin, ML Viriot, A Taccoen, JF Stoltz.

La rigidification des membranes d'érythrocytes suite à l'incorporation de cholestéro l a été

vérifiée par la mesure des paramètres rhéologiques microscopiques (déformabilité et fragilité

osmotique). Or, l'effet du cholestérol sur les propriétés rhéologiques moléculaire, la fluidité

membranaire, est à prendre en considération car relève du niveau d'investigation le plus fin. En

effet, le phénomène d'inhibition de fluorescence par l'oxygène moléculaire, utilisé pour

déterminer l'accessibil ité des sondes PBA et PDA à l'oxygène, dépend d'un phénomène

diffusionnel à l'échelle moléculaire. Celui-ci pourrait être affecté par la présence des molécules

de cholestéro l au sein de la membrane. Il devenait nécessa ire de définir au préalable le type

d'inhibition qui régit le déclin des intensités et durées de vie de fluorescence.

Dans cet article , nous avons considéré à la fois le processus d'inhibition statique

(constante Ks, formation de complexes non fluorescents, et le processus d'inhibition dynamique

(constante Kd, collisionnel). La formation de complexes non fluorescents n'a aucun effet sur les

valeurs des durées de vie de fluorescence (c'est-à-dire sur Kd) alors qu'elle affecte de manière

non négligeable les valeurs des intensités de fluorescence (c'est-à-dire Ksv). La constante Ks est

définie par différence des constantes Ksv et de la constante Kd.

L'incorporation de cholestérol modifie les propriétes rhéologiques cellulaires. Pour des

suspensions de membranes d'érythrocyte présentant des rapports C/Pt différents (0,18 à 0,83),

des mesures de polarisation de fluorescence (fluidité membranaire) ont été menées à l'aide des

acides 6-(9-anthroy loxy)stéarique (6-AS) et 12-(9-anthroyloxy)stéarique (l2-AS). Pour chaque

rapport C/Pt , nous avons comparé les évolutions des valeurs des anisotropies <r> de ces deux

sondes, moins sensibles à l'effet inhibiteur de l'hémoglobine (émission à 450 nm). En parallèle, et
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dans les mêmes conditions expérimentales, les mesures des anisotropies des sondes 1,6-diphényl

1,3,5-hexatriène (DPH) et triméthyl ammonium 1.ô-diph ényl-I ,3,5-hexatriène (TMA-DPH) ont

permis de s'assurer d'une part que l'excitation lumineuse (Bisby et al, 1981) et la génération

éventuelle de radicaux libres dans notre expérience ne modifi ent pas les intensités de

fluorescence du DPH (Mazière et al, 1997). Nou s n'avons pas utilisé le 1-palmitoyl-2-diphényl

1,3,5,-hexatriénylpropionyl-sn-glycéro-3-phosphocholine(DPH-PC) malgré une localisation plus

précise du fait d'une diffusion membranaire importante et d'une hydrolyse de ce phospholipide

fluorescent par des phospholipases endogènes (cf. Annexe 1: Interaction of a

Phosphatidylcholine Derivative of 1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) with Intact Living Cells

: Steady-S tate Fluorescence Polarization and Phase Fluorometry Studi es. L Miccoli, C

Szcze paniak, D Dumas, S Savonnière, S Muller, MC Carré and M Donner. Journal of

Fluorescence (1993), 1(4) 251-255.)

La formation d'excimères intermol éculaires du pyrène a été suivie par le rapport des

intensités de fluorescence à 470 mTI et à 376 nm (le/lm). Cette proportion en excimère reflète des

modifications des concentrations locales en sondes fluorescentes, qui pourrait survenir suite à

une ségrégation particulière des constituants lipidiques et protéiques de la membrane.

Nous avons étudié les variations des valeurs des durées de vie du PBA et du PDA (par

fluorimétrie de phase) en fonction du rapport C/Pt. Les molécules de cholestérol insérées dans les

région s internes de la membrane présentent un caractère hydrophobe qui pourrait éventuellement

affec ter les valeurs des signaux de fluorescence.

Ce travail a principalement permis de montrer l'absence d'inhibition de type statique des

dérivés pyréniques au sein de la membrane érythro cytaire en présence de molécul es de

chol estérol. Lorsqu'il se rencontre, ce phénomène affecte de manière importante les valeurs des

intensités de fluorescence. Dans notre cas, il en résulte que les expériences réalisées dans les

conditions décrites précédemment (absence d'excimères...) peuvent être suivies aussi bien par

l'inhibi tion des intensités que par l'inhibition des durées de vie de fluorescence.
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Résumé
L'influence du cholestérol sur la diffusibilité de l'ox ygène dans les membranes biologiques a
été étudiée par inhibition de la fluorescence des acides pyrènebutyrique (PBA) et
dodécanoïque (PDA). La « fluidité membranaire », mesurée par polarisation de fluorescence
avec des sondes spécifiques de différentes régions mernbranaires (6, 12-A.S, DPH, TMA
DPH), évolue inversement au rapport cholestérol/prot éine (C/Pt) et varie en fonction de la
région étudiée. La durée de vie du monomère du PDA, mesurée par fluorescence résolue dans
le temps, croit avec le rapport ClPt en absence d'02' En présence d'O~, les valeurs des
constantes à'inhibition dynamique du PDA augmentent avec le rapport C(pt (diffusiviié
apparente d'02 accrue). La diffusion d'02augmenterait uniquement dans la région centrale de
la membrane, caractérisée par Je PDA. La variation de la solubilité d'02 dans des domaines
restreints de polarité différente pourrait expliquer l'inhibition de fluorescencedu PDA.

Mots-clés: membrane, oxygène, diffusion,cholestérol, fluorescence

Abstract
The effect of membrane cholesterol incorporation on the process of oxygen diffusion was
studied by fluorescence quenching of pyreneburyric (PBA) or pyrenedodecanoic (PDA) acid.
The « membrane fluidity », studied by fluorescence polarization method with 4 probes with
known specificity for membrane areas (6, 12-AS, DPH, TMA-DPH), decreased under
increasing cholesterol/protein (C/Pt) ratio. Cholesterol induces a membrane rigidification at
different depths in the membrane bilayer, In the absence of °2, the natural Iifetime of PDA,
measured by time-resolved fluorescence, increased under increasing C/Pt ratio. In the
presence of o~, the dynamic constants quenching of PDA increased with C/Pt ratio. Oxygen
diffusion would increase only in the middle of the bilayer in which PDA is embedded.
Variations in oxygen solubility in different polarity micro-demains could explain PDA
fluorescence inhibition.

Key-words : membrane, oxygen, diffusion, cholesterol, fluorescence
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INTRODUCTION

L'accumulation de cholestérol dans la membrane d'érythrocyte se traduit par une

rigidification du milieu qui provoque des diminutions de la déformabilité [1], de la

fluidité membranaire [2] et cie la résistance à la lyse osmotique [3]. Pour suivre de

telles modifications, des sondes fluorescentes, spécifiques de certains compartiments

membranaires ont été utilisées comme capteurs sensibles à l' environnement

moléculaire [4]. La localisation des sondes étant liée à leur structure (longueur de la

molécule, amphiphilie, encombrement st érique, etc.) les sondes l2-AS (1 2-(9

anthroyl)stéarique) et DPH (1 ,6-diphényl-l ,3,5-hexatriène) seraient incorporées dans

des régions plus profondes de la membrane [5] que les sondes 6-AS (6-(9

anthroyl)stéarique) et TMA-DPH (trim éthyl 1.ô-diphényl-I ,3,5-hexatriène) [6]. La

diminution généralement constatée de la fluidité membranaire par incorporation de

cholestérol devrait se traduire par une baisse de la diffusivité de l'oxygène [i ]. Ainsi

aux modifications rhéologiques de la membrane d'érythrocyte [8, 9], ont été associées

une baisse du transport global en oxygène [10], une diminution de la perméabilité à

l'oxygène [11 -12].

Depuis longtemps, la bicouche membranaire est décrite comme l'une des

composantes de la résistance au transfert diffusif de l' oxygène [1 3]. Il a été montré,

grâce à l'utilisation de la fluore scence, que la présence de cholestérol diminuait le

coefficient de diffusion de l'oxygène dans des vésicules de dimyristoyllécithine [14] .

Dans des vésicules de dimyristoylphosphatidylcholine, il y aurait formation de

microdomaines dans lesquels la concentration en cholestérol est plus importante [1 5,

16]. De même, dans la membrane des globules rouges, une proportion croissante en

cholestérol peut entraîner une ségrégation des phospholipides (principalement la

sphingomyéline et la phosphatidylcholine) dans des microdomaines particuliers [17].

Cette ségrégation, par le jeu des modifications des concentrations locales en sondes
. .

fluorescentes, peut augmenter la probabilité de rencontre, et dans le cas particulier de

dérivés du pyrène se traduirait par une formation accrue d'excimères intermoléculaires

:.
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[1 8]. Si quelques rares études en fluorimétrie ont porté sur la diffusion de l'oxygène

dans la membrane d'érythrocyte rigidifiée par Je cholestérol, leurs conclusions restent

ambiguës et ne permettent pas de conclure sur la résistance éventuelle de la membrane

à la diffusion de l'oxygène [19, 20]. En effet, selon la structure chimique des sondes

fluorescentes utilisées, des intéractions avec des inhibiteurs intrinsèques (plus ou

moins spécifiques), représentent une voie secondaire d'inhibition de fluorescence qui

peut s'additionner à l'inhibition par l'oxygène. Par exemple, l'hémoglobine résiduelle

de la membrane interne de l'hématie est décrite comme inhibiteur de la fluorescence

du DPH et du 12-AS [5]. Pour s' affranchir de l'influence des effecteurs allostériques

ainsi que du transfert d' oxygène facilité par la présence de l'hémoglobine [21], une

technique directe d'inhibition de fluorescence de dérivés du pyrène par l'oxygène a été

utilisée dans des membranes d'hématies [22] . Le processus d'inhibition du monomère

du pyrène par l'oxygène est efficace et de type purement collisionnel [23] (donc

dynamique) et son efficacité (y) reflète la diffusivité de l'oxygène dans un système

homogène idéal. Dans le cas d'un système mernbranaire hétérogène, la diffusiviié

diminue avec la présence d'obstacles [24] et l' accessibilité de la sonde à l'oxygène
. - 0. ~

(kq) pourra être évaluée à partir des val eurs des durées de vie des états excités. Le

calcul du coefficient de diffusion globale de l'oxygène (latéral et transversal) à partir

de la valeur de kq nécessite de connaître la concentration précise en oxygène dans

chaque compartiment mernbranaire. .Cependant, la d étermination du coefficient de

diffusion de l'oxygène se révèle délicate car la variation de la solubilité de l'oxygène

(et donc sa concentration) dans ces différentes phases n'est pas quantifiable.

L'évolution des valeurs caractéristiques de l'accessibilité (kq) de la sonde pour

l'oxygène pennet toutefois d'interpréter le phénomène de diffusion [25].

Les dérivés acides butyrique(PBA) et dodécanoïque (PDA) du pyrène s'incorporent

par leur extrémité carboxyle terminale au niveau des têtes ?olaires des phospholipides.

Selon la longueur de leur chaîne alkyle, respectivement C4 pour le PBA et Cl2 pour le

PDA, ces deux sondes se localisent à l'interface eau/membrane et dans la partie



-4-

centrale de la membrane [26]. Il a été montré que les durées de vie de dérivés du

pyrène augmentent considérablement dans W1 environnement hydrophobe [27, 28]. Or,

la présence de cholestérol dans la membrane d'érythrocyte modifie l'hydrophobicité

de l'environnement de la sonde [29]. AUCW1e relation possible entre la polarité ou

l'hydrophobicité d'une solution (solvant ou lipides) et la solubilité de l'oxygène dans

ce mil ieu n'a été reportée. Le coefficient de solubilité de l'oxygène dans W1 système

membranaire varierait avec la « fluidité» de celui-ci en relation étroite avec la

température [7, 30]. En effet, la « vi scosité » des chaînes acyles augmente avec la

teneur en cholestérol pour des températures au dessus de la température de transition

des Jipides mais diminue en dessous de cette température [31]. Cet effet est

particulièrement net avec des vésicules lipidiques ne comportant qU'W1 type de

'phospholipides [22]. Dans le cas d'une membrane biologique complexe, pour laquelle

aucune température de transition globale n'a été définie, la diffusion de l' oxygène

serait alors directement dépendante de la « fluidité» membranaire.

. La diffusion. de l'oxygène dans la membrane d'érythrocyte rigidifiée par le

cholestérol a fait l'objet de peu d'investigations. Il apparaissait intéressant de vérifier

si la détermination de la diifu.sion de l'oxygène par son rôle d'inhibition de

fluorescence confirmait les prédictions émises à partir de la fluidité membranaire.

Çe travail a donc porté sur l'étude de l'incidence de l'incorporation de cholestérol

sur la diffusion de l' oxygène par inhibition de fluorescence du PBA et du PDA dans la

membrane d'érythrocyte. La « rigidification » membranaire à différentes profondeurs a

été vérifiée par polarisation de fluorescence de sondes spécifiques de certains

compartiments membranaires (6-AS, 12-AS, DPH, TMA-DPH).

MATERIELS ET METHODES

Préparation d ès membranes d' érythr ocytes et incorpo ratio n de ch olestérol

Des hématies de donneurs sains prélevées sur anticoagulant Acide Citrique

Dextrose (Etablissement de Transfusion Sanguine de Nancy-Brabois) sont lavées 3
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fois avec un tampon phosphate isotonique pH 7,4 (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10

mM Na2HP04 et 1,4 mM !GhP04, 300 mOsm). L' incorporation d'hémisuccinate de

cholèstérol est réalisée selon la procédure modifiée décrite par Shinitzky [32] : 2 ml

d'une suspension d'érythrocytes à hématocrite 20% sont ajoutés à 20 ml de milieu

d'incorp oration (3,5% de polyvinyl-pyrrolidone, 0,4% glucose, 1% albumine et 0,8%

HEPES) comportant différentes concentrations en hémisuccinate de cholestérol (0,25

mg/ml solubilisé au préalable dans l'éthanol). Un témoin est réalisé dans des

conditions similaires, sauf que le milieu d'incorporation est sans hémisuccinate de

cholestérol avec toutefois la même proportion en éthanol. Un blanc dans du tampon

phosphate permet d'évaluer l' influence de l'incubation. Après 12h d'incubation à

température ambiante (25cC), les hématies sont lavées 3 fois avec du tampon

phosphate (10 ml). Les membranes d' érythrocyt es sont préparées par choc osmotique

selon la méthode de Dodge [33] et le protocole est répété 8 fois pour éliminer

totalement l' influence de l'hémoglobine résiduelle sur la durée de vie de fluorescence

(données non montrées). La concentration en membrane est déterminée par le dosage

des protéines membranaires (« Bicinchoninic acid protein assay », kit Sigma) avec

comme standard un mélange d'albumine (50 g/l) et de globulines humaines (30 g/l)

(réf. 540-10 Sigma). La quantité totale d' hémisuccinate de cholestérol total incorporé

dans la membrane après extraction [34] est obtenue par une méthode colorimétrique

[35] à partir d'une courbe étalon d'hérnisuccinate de cholestérol dans l'éthanol. La

concentration en cholestérol dans la membrane est exprimée par le rapport

cholestérol/protéine (C/Pt).

SO lides flu orescentes et marquage des membranes

Des solutions « mères » sont conservées à + 4°C : DPH (l,6-diphényl-1,3,5

hexatriène) 2 mM dans le-+HF-(tétrahydrofuranne), TMA-DPH (triméthyl ammonium

1,6-diphényl-I ,3,5-hexatriène) 2 mlvl dans le DMF (diméthylformamide), 6-AS (acide

6-(9-anthroyl)stéarique) et 12-AS (12-(9-anthroyl)stéarique) 1 mM dans le DMF; PBA
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(acide pyrènebutyrique) et PDA (acide pyrènedodécanoïque) 1 mM dans Je DMF.

Tou tes les sondes proviennent du même fournisseur (Molecular Probes, Eugene City,

Oregon, USA). Pour l'introduction dans les membranes, 3 III des solutions mères sont

ajoutés à 1 ml de la suspension de membranes d ' érythrocytes (300 ug/ml) dans 2 ml

de tampon phosphate isotonique de lavage (pH 7,4). Après 30 min d'incubation

(cinétique d'incorporation non montrée), la suspension est centrifugée à 10000 rpm et

Je culot membranaire resuspendu dans 3 ml de tampon phosphate. La concentration en

PBA et PDA dans les membranes d'érythrocytes est vérifiée par absorbance en

utilisant un coefficient d'extinction molaire de 4.104 M'I.cm·1 à 343 nrn .

Fluidité membranaire

L'étude de la fluidité membranaire est réa1isée par polarisation de fluorescence en

mesurant l' anisotropie de fluorescence « r» du 6-AS, 12-AS, TMA-DPH et DPH. La

prise en compte de l'influence de la diffusion de lumière est faite au moyen d'une

suspension membranaire de contrôle. La mesure est effectuée sur un spectrofluidimètre

mis au point au laboratoire (Regulest, 57000 Florange, France) dont le montage a été

précédemment décrit {36]. Il utilise une excitation continue et un montage en T pour

l'analyse mesurant simultanément I/Iet I.1 avec: <r> = I/I - I.1 / 2(I/I+ IÙ L'excitation

.est fixée à 365 nrn et les émissions sont mesurées soit à 425 nrn (DPH, TMA-DPH)

soit à 465 nrn (6-AS et 12-AS). Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport

à la valeur d'anisotropie mesurée pour le témoin (sans hémisuccinate de cholestérol).

Flu orescence statique

L'intens ité de fluorescence est mesurée sur un spectrofluorimètre Perkin-Elmer

LS5B (fentes 2,5/10 .nm). Les spectres d'émission (365-500 nrn) du PBA et du PDA

sont recueillis pour une excitation à 343 nm. La proportion en excimère du pyrène à la

concentration de 1 llM est vérifiée par le rapport des intensités de fluorescence à 376

et" 470 nm. Toutes les expériences ont été reproduites trois fois. Un mélange gazeux
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est obtenu à partir de différents débits en oxy gène et azote (CFPa, Paris, France) et

d'un mélangeur de gaz (Schaefer Teclmiques, Nozay, France). Le gaz bulle à

l'obscurité durant 10 min (pression atmosphérique) dans une cuve à circulation 199

Q~ (Hellma, Paris, France) contenant la suspension membranaire.

Fluorescence résolue dans le temp s

Les durées de vie-de fluorescence ont" été déterminée~ avec un fluorimètre de phase,

SLM 48000 (SLM AMINCa Instruments, Bioritech, Chamarande, France). Les

mesures sont menées par rapport à une solution de référence de DPA (9,24 ns dans

l' éthanol) pour 35 fréquences (de 1 à 150 MHz) avec une longueur d'onde d'excitation

à 343 nm. Un filtre passe bande permet de sélectionner la partie intégrale du spectre

d'émission des monomères (365-420 nm). L'intensité de la source d'exc itation

pendant la durée d'une mesure (quelques minutes) n'entraine pas de

photoblanchiment. L'ana lyse des données par lissage des courbes est effectuée selon

un déclin exponentiel à deux composantes discrètes pour lequel le Chi2 est optimisé.

Nous avons constaté que la détermination des durées de vie par la méthode de

démodulation est perturbée par l'introduction de l'oxygène dans le système. Pour

valider la détermination des durées de vie en excitation modulée, nous avons confronté

les valeurs des durées de vie avec celles obtenues dans des milieux d'expériences

identiques avec la méthode de comptage de photons (excitation par laser pulsé)

(DCPR (GRAPP) - ENSIC, Nancy, France) [37].

Inhibitio n par l 'o xygèn e accessibilité

L'accessibilité aux sondes (pDA, PBA) est appreciee avec une teclmique

d'inhibition de fluorescence par l'oxygène (intensité et durée de vie). Le traitement

complet tient compte du processus d'inhibition statique (complexe) et du processus

d'inhibition dynamique (~onnel) . Le rapport des intensités de fluorescence d'un

fluorophore en absence et en présence d'oxygè ne obéit en première approximation à

l'équation de Stem-Valmer:
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F~=1 + Ksv [02]

OÙ Foet F sont les intensités de fluorescence eri absence etpr ésence d'oxyg ène et Ksv

la constante d'inhibition de Stem-Volmer. Etant donné que l'inhibition statique n'a

aucun effet sur la durée de vie de fluorescence; la constante d' inhibition dynamique

(Kd) est d étermin ée par la représentation de Toh en fonction de la concentration en

oxygène selon l'équation:

TO et T sont les durées de vie en absence et présence d'oxygène. La constante

d'inhibition statique (Ks) est définie par différence des constantes Ksv et Kd. Dans un

système hétérogène, la constante bimoléculaire kq reflète l' accessibilité du fluorophore

à l' oxygène pour un processus purement collisionnel avec :

Kd =TO x kq x )'0

pour lequel kq et)'o représentent respectivement la fréquence de collision

(accessibilit é) et l'efficacité du processus considéré ici comme égal à 100%.

RESÙLTATS

Fluidité membranaire

Les anisotropies « r» sont mesurées dans la membrane d' éryt hrocyte témoin (C/Pt

de 0,18), dans le blanc (C/Pt de 0,17) et dans des membranes comportant différents

rapports C/Pt (de 0,19 à 0,83). L'incubation et la proportion en EtOH n'ont pas effet

sur les valeurs des anisotropies. Les évolutions relatives des anisotropies de

fluorescence par rapport à la valeur d'anisotropie mesurée pour le témoin avec les

sondes 6-AS, I2-AS (figure 1) et DPH, TMA-DPH (figure 2) sont représentées. Pour

les 4 sondes, les rés ultats montrent une augmentation de <r> en fonction du rapport

C/Pt. Les variations de <rI2.AS> et de <rDPH> sont respectivement plus importantes que

celles de <r6-AS> et <rTh'.A.D?H>. Ainsi pour les acides stéariques, la sonde 12-AS se

montrerait plus sensible que la sonde 6-AS aux variations d'environnements liées à
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l'incorporation de cholestérol. De manière similaire;' les capacités rotationelles de la

sonde DPH sont plus restreintes que celles de la sonde TMA-DPH. ". ,
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Figure 1 : Anisotropie de fluorescence du 6
AS et 12· AS pour différents rappo rts C/Pt li
25CC.

Figure 2 : Anisotropie de fluores cence du
TMA· DPH et DPH pour différents rapports
C/Pt à 25' C.

Effet de la température

Le déclin des durées de vie de fluorescence du PDA a été déterminé à différentes

températures pour différents rapports C/Pt (de 0,17 à 0,83) (figure 3). Aucune rupture

franche dans l'évolution du déclin pour une température précise n'a été 'observée en
, ' ,

fonction d~ rapport mernbranaire C/Pt. Ces résultat s ,~onfortent le fait que la membrane

d'ér)'throcyt~ ne peut être caractérisée p~r une température de transition de phase.

Action du cholestérol

En absence d'oxygène, les résultats montrent une' augmentation de la durée de vie

naturelle du PDA (ra: 180 à 219 ns) pour des rapports membranaires C/Pt croissants

(tableau 1). Un changement-de la polarité de l'environnement du PDA ou la proximité

du noyau tétracyclique du cholestérol et du noyau pyrénique du PDA dans la

membrane pourraient être à l'origine de cette augmentation de la durée de vie de l'ét at
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excité. Ce phénomène n'est pas rencontré avec le PBA plutôt incorporé à l'interface
. .

eau/membrane (figure 4).
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Figure 3 : Durée de vie du PDA en fonction
de la température pour différents rapports
C/Pt.

Tableau 1. Valeurs des durées de vie des monomères du PDA et du PBA en absence d'oxyg ène (To),
de la constante de Stem-Volmer (Ksv), des constantes d'inhibition dynamique (Kd) et statique (Ks),
de la constante d'inhibition bimoléculaire (kq) et de la proportion en excim ère en fonction des
rapports cholestérol/protéine (C/Pt).

Rapports cholestérol/protéines

0.17 0.18 0.19 0.35 0.65 0.71 0.83

blanc témoin

PBA. Ksv (atm") 1,22 1,17 1,36 1,28 1,35 1,29 1,29

Kd (atm") 1,38 1,39 1,24 1,24 1,31 1,30 1,28

Ks (atm" ) - - 0,12 0,04 0,04 - 0,01

kq ( lOb) Il,21 I l ,34 10,29 10,54 10,77 10,72 10,62

JeIIm (10'") 1,12 ::0,08 I,J6 ::0,OS 0,91 ::0,11 1,02 ::0.09 1,10 ::0, 04 1,06 ::0,05 l ,OS ::0,02

PDA !<sv (atm") 1,66 l ,58 1,67 1,99 2,15 2,27 2,27

Kd (atm") l,56 l,59 1,69 1,70 1,91 2,08 2,31

Ks (atm") 0,1 1- - 0,29 0,24 0,19 .
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kq ( l Ob) 8,64 8,83 8,90 8,72 9,33 10,04 10,52

IeIIm (10'") 1,75 ::0,09 l ,SI ::0,11 1,82 ::0,07 1,76 ::0,13 1,79 ::0,08 I,S2 ::0,10 1,71 ::O,! 2

Accessibilité de la sonde

Dans le cas du PDA, les valeurs de kq (tableau 1) augmentent avec le ràpport C/Pt

Cette augmentation de diffusivité apparente de l'oxygène avec C/Pt n'est pas retrouvée

avec le PBA. Au contraire, il est à noter que l'accessibilité du PBA baisse légèrement

après incorporation du cholestérol (de Il,34.106 atm'! pour le témoin à 10,62.106 atm'!

pour C/Pt de 0,83). De plus, il apparaît que les valeurs de kq du PDA et du PBA se

rejoignent pour une proportion en cholestérol rnernbranaire équivalente au rapport C/Pt

de 0,83 (kq de 10,52.106 atm'! pour le PDA et 10,62.106 atm'! pour le PBA).

Constante d'inhibition de Stern-Valmer (Ksv)

Pour les sondes PDA (figure 5) et PBA (figure 6), les constantes d'inhibition Ksv

ont été calculées pour chaque rapport C/Pt et sont reportées dans le tableau 1. Pour le

PDA les valeurs de Ksv augmentent (de 1,58 à 2,27 atm") avec C/Pt (de 0,18 à 0,83).

Cette évolution n'est pas observée dans le cas du PBA (de 1,17 à 1,29 atm").

Constantes d'inhibition dynamique (KdJet statiaue (Ks)

La pente de la représentation de Toft du PDA (figure 7) et du PBA (figure 8) en

fonction de P(02) correspond à Kd. Il apparaît pour le PDA que les valeurs de Kd

augmentent (de 1,59 à 2,31 atm") avec le rapport C/Pt (de 0,18 à 0,83). Pour l~ PBA,

après addition de cholestérol, les valeurs de Kd baissent avec une évolution

indépendante du rapport C/Pt (de 1,39 atm'! à une valeur minimal e de 1,24 atm"). Les
. ' .

valeurs de Ks sont obtenues par différence des valeurs de Kd aVeC les valeurs de Ksv

(tableau 1). Les constantes d'inhibition statique ne varient pas de manière significative

avec le rapport C/Pt.
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Figure 5 : Inhibition de la fluorescence du
PDA (F~) à 25cC en fonction de la P(O=)
pour différents rapports C/Pt dans la
membrane d''érythrocyte.

Figure 6 : Inhibition de la fluorescence du
PBA (Fc/F) à 25cC en fonction de la P(O:)
pour différentsrapports C/Pt dans la
membrane d' érythro cyre.
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Figure 7 : Inhibition des durées de vie de
fluorescence du PDA (tcl t) à 25tC en
fonction de la P(02) pour différents rapports
C/Pt dans la membrane d'érythrocyte,

Figure 8 Inhibition des durées de vie de
fluorescence du PBA (toit) à 25cC en
fonction de la P(02) pour différents rapports
C/Pt dans la membrane d' érythrocyte.
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DISCUSSION ' 

Fluiditémembranaire

Les mesures de « microviscosit é» membranaire, qui indiquent 'que les libertés de

mouvements rotationnels du 6-AS, du I2-AS, du DPH et du TMA-DPH diminuent

avec des rapports CfPt croissants, sont en accord av~c les résultats observés par

ailleurs. Ces données suggèrent que l'effet rigidifiant du cholestérol sur la fluidité

membranaire semble s'exercer sur chacune des sondes utilisées quel que soit son site

d'incorporation. Ces résultats confirment que la dynamique conformationnelle des

chaînes acyles à différentes profondeurs est modifiée par la présence de cholestérol

[38]. Cependant il est à noter que les variations d'anisotropies sont plus grandes

lorsque le noyau tétracyclique du cholestérol se trouve à proximité du noyau anthroyle

du I2-AS ou du noyau benzénique du DPH. Ces deux sondes incorporées dans des

régions plus profondes que le 6-AS ou le Tl\1A-DPH se révéleraient plus sensibles à la

proximité du cholestérol. La fluidité membranaire, qui varie avec la température, est

fonction du degré d'ordre en terme d'arrangements géométriques des chaines acyles.

Température

Pour trois valeurs du rapport ClPt, l' évolution de r en fonction de la température ne

permet pas de préciser une température pour laquelle l'environnement immédiat de la

sonde a radicalement changé, ce qui semble indiquer l'absence de température de

transition globale pour la membrane de globules rouges. Ce comportement est à relier

au fait que la membrane érythrocytaire est un système hétérogène dans lequel des

interactions moléculaires plus ou moins fortes entre les différentes composantes

(glycoprotéines, phospholipides) assurent la cohésion de l' ensemble.

Influence du ch olestérol en absence d'oxygène

En absence d'oxyg ène, les résultats montrent que la durée de vie du PDA augmente

(de 180 à 219 ns) pour des rapports C/Pt croissants. Cependant, ce phénomène n'est
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pas observé avec le PBA. Ces résultats soulignent l' importance de la proximité du

noyau tétracyclique du cholestérol et du noyau pyrénique. Le PBA (chaine en C4)

s'incorpore plutôt à l' interface eau/membrane alors que Je PDA (chaîne en C12) se

localise plutôt à proximité du noyau cholestane. L'augmentation de l'hydrophobicit é

liée à l'incorporation du cholestérol pourrait être à l' origine de son influence sur le

PDA.

Influe nce du cholest érol en présence d'ox ygè ne

L'incorporation de cholestérol dans la membrane d'érythrocyte (rapports C/Pt

croissants de 0,18 à 0,83) ne diminue pas significativernent l'accessibilité du PBA à

l'oxygè ne par rapport au témoin (pas de variation de kq). Ceci pourrait signifier que

l'intensité du signal de fluorescence du PBA n'est pas sensible aux variations

d'hydrophobicité liées à la présence de cholestérol. Bien que les marqueurs de surface

(TMA-DPH et 6-AS) reflètent J'augmentation de la cohésion du milieu en fonction du

rapportC/p.t, aUCW1e variation significative de J'accessibilité du PBA à l'oxygène n'est

observée. Ainsi, la rigidification membranaire liée à l'incorporation de cholestérol,

n'entrainerait pas de manière systématique une diminution de la diffusivité de

l'oxyg ène à la surface de la bicouche lipidique.

Les constantes d'inhibition statique ne varient pas de manière significative avec le

rapport C/Pt. Il en ressort que la contribution du cholestérol à l'inhibition de

fluorescence du PDA et du PBA par l'oxygène est purement dynamique et ne

s'accompagnepas de la formation d'un complexe stable.

Dans le cas du PDA, les valeurs des constantes Ksv et Kd augmentent avec le

rapport C/Pt. Il est à noter que les valeurs de kq (Kd/r, pour y = 1) suivent en grande

partie l'évolution des TO (de 180 à 219 ns). Ainsi, l'incorporation de cholestérol ~

augmenterait l'accessibilité du PDA à l'oxy gène. Cette relation étant dose-dépendante,

ces faits permettent d'avancer J'hypothèse suivante relative à la solubilité de l' oxy gène

: la détermination de l'accessibilité en terme de constantes d'inhibition bimoléculaire
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(kq) n'est valide que si la solubilité de l' oxygène est constante dans les différents

compartiments mernbranaires traversés. Des zones plus ou moins riches en

phospholipides ou en cholestérol peuvent se distinguer par des solubilités différentes

pour l'oxygène. L'exclusion de phospholipides serait à l'origine de zones restreintes et

homogènes dans lesquelles la solubilité de l'oxygène serait supérieure à la valeur

moyenne. Dans ces microdomaines riches en phospholipides, l' accessibilité du PBA à

l'oxygène serait équivalente alors qu'elle augmenterait pour le PDA qui se situe dans

la région hydrocarbonée de la membrane, Cette hétérogénéité structurale de la

membrane en deux phases expliquerait l'augmentation de l'accessibilité de la sonde

incorporée au même niveau de profondeur que le cholestérol. A ce stade, rien ne

permet encore de préciser la répartition éventuelle des molécules de PDA dans ces

microdomaines. En effet, la faible concentration en dérivés du pyrène (1 ~M)

n'entraîne pas de variation significative de la proportion en excimères

intermoléculaires en fonction du rapport C/Pt. Ce résultat n'exclut pas une ségrégation

éventuelle qui ne peut être décelée tant que la concentration (probabilité de rencontre)

reste inférieure à la concentration critiquede formation d'excim ères.

Nous avons montré que la diffusion de l'oxygène augmentait dans la partie centrale

de la membrane d'érythrocyte enrichie en cholestérol alors qu'elle stagnait au niveau

de la surface interne de la membrane. D'autres r ésultats portant sur une membrane

artificielle de phosphatidylcholine enrichie en cholestérol vont dans le même sens [39].

Seules les évolutions des accessibilités du PBA et du PDA à l' oxygène peuvent être

comparées. Cependant, rien ne permet d'affirmer que la diffusion de l'oxygène soit

plus importante dans la partie centrale de la membrane que dans l~région superficielle.

Ces résultats sur la diffusionde l'oxygène à différents niveaux de la membrane ne sont

pas attendus, au regard de l' évolution de la « fluidité » membranaire indiquant une

rigidification de tous les compartiments membranaires.
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CO NCLUSION

L'objectif de ce travail était l' étude de la diffusivité de l'oxygène à l' aide d'une

méthode d'inhibition de sondes fluorescentes (pBA et PDA) incorporées à différents

niveaux dans la membrane d'érythrocyte enrichie en cholestérol. Par la mesure des

anisotropies de fluorescence émises des marqueurs spécifiques de certains

compartiments membranaires (6-AS, 12-AS, DPH et TMA-DPH), nous avons vérifié

que l' incorporation de cholestérol s'accompagnait d'une rigidification membranaire.

La partie centrale serait plus rigide que la surface interne de la membrane. Pour des

proportions en cholestérol croissantes, la diffusion de l'œ...ygène augmenterait dans le

milieu de la membrane (site d'incorporation du PDA) alors qu'elle stagnerait au niveau

de la surface interne de la membrane (site d'incorporation du PBA). A ce niveau, les

résultats relatifs à la fluidité membranaire et à la diffusion de l'oxygène semblent

contradictoires. Il était effectivement attendu que l'augmentation de la

« microviscosit é » membranaire aurait COnID1e conséquense une diminution de la

diffusion de l' oxygène. La « fluidité» membranaire n'apporte pas d'information

directe en liaison avec la diffusivité de l'ex..:ygène dans la membrane, en particulier lors

d'une rigidification liée à l' incorporation de cholestérol.

REFERENCES

1. T Suda, N Maeda, T Shiga, J Biochem, 87, 1703-1713 (1 980).
2. RA Cooper, MH Leslie, S Fishkoff, M Shinitzky, S Shattil, J Am Chem Soc, 11,

327-331 (1978).
3. C Vigneron, JF Stoltz, F Streiff, Le Pharmacien Biologiste, Q, 565-569 (1970).
4. M Shinitzky, y Barenholtz, Biochim Biophys Acta, 515, 367-394 (1974).
5. D Schachter, U Cogan, RE Abbott, Biochem,~ 2146-2150 (1982).
6. V Borenstein., Y Barenholtz, Chem Phys Lipid, .Q1, 117-1 27 (1993).
7. MW Geiger, NJ Turro, Photochem Photobiol, 26, 221-224 (1 977).
8. T Shiga, N Maeda, T Suda, K Kon., S Oka, Biorheology,lQ, 363-369 (1979).
9. F Mokken., M Kedaria, CH Henry, Ann Heniatology, 64, 11 3-1 22 (1 992).
10. JF Stoltz. Aspects physico-chirniques et rhéologiques du transport d' oxygène.

Hémorhéologie et agrégation érythrocyt aire. Ed J.F. Stoltz -E.M.Inl. (paris), ~ 137
142(1994).
11. WK Subczynski, JS Hyde, A Kusumi, Proc Natl Aead Sei, 86,4474-4478 (1989).

. '.

r



)

l

- 17-

12. K Kon, N Maeda, S Misuzu, T Shiga, T Suda, J Physiol, 309, 569-590 (1980).
13. e Hook, K Kamaguchi, P Scheid, J Piiper, Respir physiol, 7.1., 65-73 (1988).
14. JM Vanderkooi, J Green, DF Wilson, Biocliem, li 1589-1595, (1974).
15. JF:Tocanne, L C ézanne, A Lopez, B Piknova, V Schram, .TF Tournier, M Welby,

Ch èm Phys Lipids, li 139-158 (1994).
16. JA Virtanen, M Ruonala, M Vauhkonen, P Sornerharju, Biochem, 34 (36), 11 568

11 581 (1995).
17. EM Manevitch, ML Kapiton, LD Bergelson, Biochim Biophys Acta, 81 5, 455-460

(1985).
18. EH Pap, A Hanicak, A Van Hoek, KW Wirtz, AJ Visser, Biochem, 34 (28), 9118-

9125 (1995).
19. AS Popel, Cril Rev Biomed Eng, J, 257-321 (1989).
20. L Hoofd,e Bos, Z Turek, Adv ExpMed Biol, 345, 893-900 (1994).
21. F Kreuzer, L Boofd, Adv Exp Med Biol, 159, 3-11 (1 983).
22. S Fischkoff, JM Vanderkooi. n e Journal ofGeneral Physiology , 65, 663-676

(1975).
23. J Birks Wi1ey-Interscience. New York, 48 (1970).
24. F Baros, A Naourni, Ml, Viriot, JC André, J Chein Soc Faraday Trans, 87,2039-

2046 (1991).
25. J Carrero, DM Jameson, E Granon, Biophys J, 54, 143-1 45 (1995).
26. M Deumié, 1'.1 El Baraka, E Quinones, Photochein Photobio l, 87, 105-113 (1995).
27. S Gatt, E Fibach, Biochim Biophys Acta, ~, 447-453 (1988).
28. Y Matsushita, 1Moriguchi,J Phannacobio Dyn, 12, 762-770 (1989).
29. R Fiorini, M Glaser, E Granon, G Curatola, Biochim Biophys Acta, 939, 485-490

(1988).
30. NL Vekshin,J Biochem Biophys Methods, 15, 97-105 (1987).
31. MA Carbonneau, D Montaudon, M Clerc, Spectra Biologie, g 31-37 (1987).
32. 1'.1 Shinitzky, y Skornick, N Haran-Ghera, Proc Natl Acad Sei, Th (10), 531 3
5316 (1979).
33. JI Dodge, C Mitchell, DJ Hanahan, Arch Biochem Biophys,lQ, 100-119 (1963).
34. HG Rose, 1'.1 OkJander, J Lipid Res, .Q, 428-431, (1965).
35. A Zlatkis, B Zak, Anal Biochem, 29, 143-1 48 (1969).
36.S Muller, 1'.1 Donner, Je Andre, P Haan, Fluofluidimètre. Dans «Techniques en
Biorhéologie»Edts .TF Stoltz, 1'.1 Donner, E Puchelle, Séminaire INSERM, 143,
349-351 (1986).
37. Je André, F Baros, A Bouchy, M Bouchy, W Dong, J Duhamel, AT Reis E Sousa,
:ML Viriot,

Laser Chem, lQ, 431~1 990).

38-.KR Cheng, L Ruymgaart, L Liu, P Somerharju, Biophys J, §L 902-913 (1994).



164

II I.2.2 .2) F lu id ité membranaire et d iffu sion de l'o xygèn e dans la membrane éryth r ocyta ire.

Article 4 :

Membr ane fluidi ty and Oxygen Diffusion in Cholesterol-Enri che d Erythrocyte Mem br ane.

Ar chives of Biochemist ry and Biophysics (1997), 341, 1, 34-39. D Dumas, S M uller , F

Gouin, F Baros, ML Viriot, JF Stoltz.

Les études précédentes ont permis de préciser de nombreux points importants dans la

détermination des duré es de vie de fluor escence:

• l'influence des molécules d'hémo globine résiduelle membranaire,

• le type d'inhibition de fluorescence des dérivés pyréniques en présence de cholestérol dans la

membrane,

• l'effet du chol estérol sur les val eurs des durées de vie,

• la ségrégation des mol écul es sondes au sein de la membrane selon les rapports CIPt.

Sur des membranes d'érythrocytes dépourvues d'hémoglobine, nous nous sommes

intéressés à l'inhibition des sondes PBA et PDA par l'oxy gène moléculaire. La perméabilité de la

membrane à l'oxygène a été suivie en fonction des rapports CIPt. Des mesures de polarisation de

fluorescence à l'aide des sondes DPH et TMA-DPH ont permis de vérifier la rigidification

membranaire. Le TM A-DPH caractérise des régions membranaires plus ordonnées que celles du

DPH. Le TMA-DPH se localise au niveau des têtes polaires des phospholipides, alors que le

DPH se trouve dans les rég ions profondes de la membrane.

Les résultats de cette étude montrent que l'incorporation de chol estérol augmente

l'acc essibilité du PDA à l'oxygène alors que la partie centrale est plus rigide que la surface

interne de la membrane. Cet effet du cholestérol sur la perméabilité membranaire a été décrit par

ailleurs dans la littérature (Subczynski et al, 1991 ; Denicola et al, 1996), mais aucune

explication à ce phénomène n'a été avancée. Il était attendu que l'augmentation de la

microviscosité membranaire aurait comme conséquence une diminution de la diffusion de

l'oxygène.

Nous avons tenté d'expliquer ces résultats par la formation de zones restreintes et

homogènes de phospholipides dans lesquelles la solubilité de l'oxygène serait supérieure à la

valeur moyenn e.
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This work studied the effect of cholcsteryl hcmisuc
cinate incorporation on membrane ftuidity and on the
kinetics of oxygen diffusion at different depths in the
erythrocyte membrane. Cholesterol concentration in
the membrane was expressed as the cholesterol-pro
tein ratio (CIPt). The membrane fluidity, as assessed
by a fluorescence polarization method with di phenyl
hexatriene and 1·(4·trimethylamino)·6·phenylhexa
1,3,5 ·triene, decreased as the ClPt ratio increased.
Tirne-resolved fluorescence spectroscopy ofpyrene do
decanoic acid (PDA) under an increasing ClPt ratio in
the erythrocyte membrane revealed enhanced oxygen
diffusion in the midd le of the membrane b ilayer (in
which PDA was incorporated), which was not the case
with pyrene butyric acid (PBA) incorporated in the
internaI part of the membrane surface. It has generally
been accepted that increased membrane fluidity re
duces the physical barrier to oxygen permeation. Such
conflicting observations on oxygen permeation in the
rigidified erythrocyte membrane could be due to varia
tions in oxygcn solubilîty (preferential partitioning)
in different polarity microdomains (cholesterol and
phospholipid partitions). C 199i Ac ad emie Press

Key Words: oxygen d iffusion; erythrocyte mem
brane; cholesterol; membrane flu idity; fluorescence
quenching.

. It has been known for sorne time that the membrane
bilayer is a resistance factor to oxygen diffusive pas
sage (1) or 10 the diffusion of small soluble lipid mole
cules (2 ). Oxygen molecules pass.through the lipid bi
layer where rapid rotation and acyl chain motion
(transbilayer movement) would facilitate oxygen diffu-

1 To whorn corresp ond ence sh ould be ad dressed. Fax : +3 3 83 59
26 43. E-mail : Dum asfîh em ato.u-nancy.fr.
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sion. A variety of techniques have shawn that the rigid
steroid ring structure of cholesterol reduces the mobil
ity of the phospholipid acyl chains observed in the liq
uid state. If the frequency and amplitude of lipid mo
tion were significantly decreased or suppressed in the
pr esence of cholesterol (3), the rate of oxygen diffusion
should decr ease. So, cholesterol should reduce the oxy
gen diffusion coefficient in dimyristoyl lecithin choles
terol (3:1) (4).

Sorne techniques have been developed ta quantify
the diffusiveness of oxygen in cholesterol-enriched

. erythrocyte membrane but they aIl suffer major flaws
(5, 6). Ta escape the influence of allosteric effectors
and oxygen transfer facilitation by hemogl obin (7), a
technique of pyrène derivative fluorescence quenching
by oxygen in the erythrocyte membrane was applied
(8). Butyric (PBA)2 and dodecanoic (PDA) pyrene deriv
ath-es are anchored by their carboxyl end near the
phospholipid group regions, at the partitioning inter
face between the extracellular aqueous and lipid mem
brane areas. Depend ing on the alkyl chain, C4 for PBA
and C12 for PDA, respectively, the pyrenyl moiety is
introduced at variable depths in the hydrocarbon core
(9) (Fig. 1). Fluorescence quenching techniques using
pyrene derivatives as probes, which have a long life
time in excite d state (ca. T = 200 ns) (time window),
are used to study molecular transport processes on a
larger scale (ca. 100 -150 Â), the root mean square dis 
tance avel' which a quencher can diffuse during the
lifetime of the probe in an excited state. The bimolecu
lar quenching constant, K q , represents the collision fre-

2 Abbr eviations used: C/Pt, cholesterollprotein ratio; DMF, dimethyl 
fonnamide; DPA diph enyl anthracene; DPH, diphenylhexatriene;
EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid ;Kd , dynarnic constant quench
ing ; PBA, pyr ène butyric acid; PDA, pyr ène dodecanoic acid; THF,
tetrahydrofur an; TMA-DPH, 1-C4-trimethylamino)phenyl)-6-phenyl
hex a-l ,3,5-triene.
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,0

. FIG. 1. Schematic representation and abbreviation symbols of the
probe within the bilayer.

quency between the fluorophore <PBA or PDA) and the
quencher (oxygen) (10). If a given solvent is very vis
cous, then diffusion is slow and quenching is inhibited.
Hence, quenching constants can reveal the diffusion
rates of quenchers, which can be affected by the pres
ence ofphospholipids, proteins, or cholesterol (11). Be
cause this quenching is proportional to the local
quencher concentration, oxygen diffusion data can be
obtained. The diffusiveness of oxygen in the membrane
system is thought to vary with fluidity (12, 13) in close
relationship with temperature. Many studies on biolog
leal membrane domains are interpreted with regard to
the existence of gel-phase domains. Acyl chain mobility
would be reduced with cholesterol amounts above the
lipid-phase transition and would increase below that
temperature (14). This result was clearly demon
strated, with pure lipid vesicles in particular (7, 15).
The effect of temperature on erythrocyte membrane
global phase transition, as studied from the fluores
cence lifetime (16), is controversial (17-19). In the case
of a biologically complex membrane for which no global
transition temperature has been defined, oxygen diffu
sion would be directly dependent on membrane fluidity.
To monitor such modifications at the microscopie level,
membrane fiuidity, as assessed by fluorescence polar
ization, a method sensitive to the packing density in
duced by cholesterol, was used to provide information
on heterogéneous microenvironments (20). DPH (di
phenylbexatriene) was found to incorporate hydrocar
bon inside the membrane and TMA-DPH (1-(4-(tri
methylamino)phenyl)-6-phenylhexa-1,3,5-triene) was
found to anchor by its cationic part (head) at the mem
brane/water interface (Fig. 1) (21-23). Increasing the
amount of cholesterol in the membrane was seen to

increase the apparent microviscosity (4, 24, 25). Re
duced motion, interpreted as reflecting increased vis
cosity, should result in slower molecular diffusion (26).

Oxygen diffusion in the erythrocyte membrane rigid
ified by cholesterol has been little investigated, It ap
peared to be of sorne interest to verify whether de
termining oxygen diffusion through its fluorescence
quenching potential would confirm the predictions
based on membrane f1uidity. In the present study, we
investigated the correlation between microscopie pa
rameters (fluidity) and the oxygen diffusion process in
the cholesterol-enriched erythrocyte membrane. Mem
brane rigidification at various depths was assessed by
fluorescence polarization of probes (TMA-DPH, DPH)
specifie for each membrane compartment.

MlI.TERIALS lI."ID METHODS

Incorporation ofcholesteryl hemisuccinate and membrane prepara•
tion. Human erythrocyte suspensions were prepared from human
fresh venous blood (Blood Transfusion Center, Vandoeuvre-les
N'ancy, France) collected on EDTA anticoagulant and were wasbed
three times with an isotonie pH 7.4 phosphate buffer (137 m~1 NaCl,
2.7 mM KCl, 10 mM Na, HPO, and 1.4 mM KH,PO, , 300 rrrOsm). We
used cholesteryl hemisuccinate instead of cholesterol because of its
miscibility without phase separation at the required concentrations
(27). Cholesteryl hemisuccinate incorporation was performed ac
cording to Shinitzky's modified procedure (28): 2 mL of an erythrocyte
suspension at 20% hematocrit was added to the incorporation me
dium (20 mL; 3.5% pclyvinylpyrrolidone, 0.4% glucose, 1% albumin,
and 0.8% Hepes) with various concentrations of cholesteryl hemisuc
cinate (0.250 mg/mL previously solubilized in ethanol). A control
solution was prepared under similar conditions but in an incorpora
tion medium which contained the same proportion ofethanol W.1t;{.)
without cholesteryl hemisuccinate. The erythrocyte ghosts were pre
pared by osmotic shock according to Dodge's method (29) and the
protocol was repeated at least eight times to totally eliminate the
influence of residual hemoglobin on membrane fluidity and fluores
cence lifetime. The membrane concentration was determined by
membrane protein assay (bicinchoninic acid protein assay, Sigma)
with a mixture of human albumin and globulins. The amount of
total cholesteryl hemisuccinate incorporated in the membrane after
extraction (30) was obtained using a colorimetrie rnethod (31) based
on a standard curve of cholesteryl hemisuccinate in ethanol. In con
trast 1.0the lipid bilayer, membrane proteins are barely compressible
and can be seen as bulky rigid domains in the Iipid fiuid rnatrix. The
effect of proteins on lipid dynamics is similar ta that of cholesterol.
Therefore, the cholesterol-protein (ClPt) index can serve as a quanti
tative parameter of correlation with membrane rigidity. A blank
phosphate buffer permitted assessment of the influence ofincubation
and ethano1. Similar resulte (membrane fluidity and oxygen diffu
siveness) were found with both control buffers.

Fluorescent probes and staining. Stock solutions of probes were
stored at H'C: 2 mxr DPH in THF (tetrahydrofuran), 2 mM TMlI
DPH in DMF (dimethylformamide), l rn.\l PBA and PDlI in D~IF.

All probes were obtai;ed from Mclecular Probes (Eugène, OR). For
labeling, 3-mL stock solutions were added to 1 mL of the erythrocyte
membrane suspension (300 mg/ml) in 2 mL phosphate buffer <PBS,
pH 7.4). After incubation for 30 min, the suspension was centrifuged
at 10,000 rpm (Beckman J21 centrifuge, Beckman Instruments,
Gagny, France) and the membrane-packed cells were resuspended
in 3 mL phosphate buffer. The PBA and PDA concentrations in the
erythrocyte membrane were checked using a molar extinction coeffi
cientof4 X 104 !'I.e] cm'" at343 nm (Beckman UV~DU640spectropbo-
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tometer). The absence of excimers was confirmed by the absence of
fluorescence emission at 470 nm. The concentrations uscd (1 mM for
the probes, 11100 dilution for solvents) were tao low to alter mem
brane fluidity.

J.lembrane fluidity. Membrane fiuidity was studied by a fluores
cence polarization method which measures the fluorescence anisot
ropy (r) of t'NO probes incorporated in the membrane (DPH. Tl\1..6,.·
DPH). The fluorescence anisotropy at 25°C was measured with a
home-bunt T-format continuous excitation spectrofiuorometer (32)
(Regulest, 57000 Florange, France) and according to the formula {r}
= Ii - I~2 (lu + I~), where Iii andI.l.were the parallel and perpendicu
lar emission intensities, respectîvely. The excitation wavelength was
set to 365 nm and the emission wavelength ta 425 nm. The back
ground noise of light diffusion was corrected by a control membrane
suspension. Results are expressed as percentages of the anisotropy
value measured on the blank control (without cholesteryl hemisucci
nate). AlI measurements were carried out in duplicate, with the stan
dard deviation never exceeding 1.4%.

Time-resolued fluorescence. The fluorescence lifetime tests were
performed with a multifrequency cross-correlation fiuorometer (SLM
AMINCO 48000, 8LMInstruments Inc., Urbana, IL). The tests were
earried out by reference ta a DPA solution (9.24 ns in ethanol) and
343-nm excitation wavelength. A band filter selects the integral part
of the monomer emission spectrum (365-420 nm). In oxygen-quench
mg experiments, a gaseous mixture was obtained by using the vert
ous oxygen and nitrogen outflows and a gas mixer. The gas was
bubbled in the dark (atmospheric pressure) in a quartz 199QS circu
lation well that eontained the membrane suspension C25"C). Data
analysis by curve smoothing was carried out according a two-dis
crete-component exponentîal decline for which the ;(2 test was opti
mized. The results are presented as the means :!: standard deviations
of five independent assays.

Pyrene derivative quenching by oxygen acceesibility, In the ab
sence ofstatic quenching, colliaional fluorescence quenching is de
scribed by the Stem-Volmer equation (33): ,oh = 1 + Kd[02]' In
that equation, '0 and, are the excited state lifetimes in the ab
sence and in the presence of'oxygen, respectively, Kd is the quench
ing dynamic constant, and [02] is the oxygen concentration. In the
case of membrane-embedded probes, the bimolecular quenching
constant kq representa the accessibîlrty (collision frequency) of the
fiuorophore to the quencher with Kd = 'ok q (as obtained from the
slope of the regression line between P(02) and 7ofr). To compute
the global oxygen diffusion coefficient (lateral and transverse)
from the kq value, it is necessary ta know the exact concentration
ofoxygen in each membrane compartment. However, it was diffi
cult ta determine the oxygen diffusion coefficient (Einstein-c Smo
luchowski equation) because the variation of oxygen solubility
(hence the oxygen concentration) in those various phases could
not be quantified. Nevertheless, the changes in the characteristic
values of probe accessibility (k q ) tc oxygen made it possible ta
assess the diffusion-solubility phenomenon.

RESULTS A."ID DISCUSSION

Influence of Cholesterol on Fluidity in Ghost
Erythrocytes

The steady-state anisotropy «r» of environment-sen
sitive probes was measured in control (ClPt ratio of
0.18) and cholesterol-rich erythroçyte.membranes, The
relative changes in fluorescence anisotropy, compared
with the anisotropy value obtained in the control with
probes DPH and TMA·DPH under the conditions used
for erythrocyte membrane labeling, are shown (Fig. 2).
\Vith both probes, the results revealed an increase in (r)
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FIG. 2. Effects of cholesterol (at the given ratio of cholesterol to
protein) on the relative evolution of fluorescence anisotropies in rela
tion tc the anisotropy value measured in control with T:MA-DPH and
DPH.

according to the ClPt ratio. Membrane fluidity values,
which indicate that the DPH and TMA·DPH freedom
of rotary motion decreased as the cholesterol amount
increased, were consistent with results from other
studies. These results confirmed that the conformation
dynamics of acyl chains at various depths is altered by
the presence of cholesterol (34). However, it is worth
noting that anisotropy variations are wider, when the
tetracyclic nucleus of cholesterol is in the proximity of
the benzenic nucleus of DPH. This probe, incorporated
deeper than TMA·DPH, would prove more sensitive
to the environmental variations linked to cholesterol
proximity. 80, cholesterol-induced membrane rigidifi
cation was verified.

Influence of Cholesterol and Temperature on PDA
Fluorescent Lifetime

The PDA fluorescence lifetime was determined at
various temperatures and with different ClPt ratios
(from 0.18 to 0.83) (Fig. 3). \Vith three ClPtratio values,
the evolution ofPDA lifetime with temperature did not
identify any given temperature at which the immediate
environment of the probe would be radically altered.
No clear-cut break in the decline evolution at any given
temperature was observed in relation to the membrane
ClPt ratio. This behavior is to be related to the fact
that the membrane is a heterogeneous system where
molecular interactions, variably strong according to
components (glycoproteins, phospholipids), warrant
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F IG. 3. Effeet of temperat ur e on the PDA lifetime in eryt hrocyt e
membrane aeeording to the ClPt ratio: 0.190 (Â). 0.35 (. J, 0.83 (eJ.

the overa ll cohesion . The se results are consistent with
the fact that the erythrocyte membran e cannot be cha r
acterized by a phase tra ns ition temper ature.
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Influ ence of Ch olesterol on PDA Access ibility
to Oxyg en

The PDA results are show n in Fig . 5. The l~ q values
increased with the C/Pt ratio (from 8.83 x 106 to 10.52
X 106 atm" , Table O. Because th at react ion is concen
tra tion-dependent, th ese re sults support th e following
hypothesis on oxygen solubility: determination of ac
cess ibility in terms of bimolecular inhibition constants
(hq) is only va lid if oxygen solubility is constant in the
various membrane compartments it pa sses through.
Variably phospholipid- or choles terol-rich areas may
be distinguish ed from the different oxygen solubility
values. Phospholipid exclus ion would be at the origin
of restri cted an d homogeneous areas where oxygen sol
ubil ity would be higher th an average. In those phospho
lipid- rich microdomains, PBA accessibility to oxygen
would be the sa me, wher eas it would be higher for the
l?DA locali zed in the hydrocarbon region of the mem
brane. This structural heterogeneity of the membrane
in two ph ases would account for the increased accessi
bility of the probe incorporated at the same depth th an
cholesterol.

\\Te demonstrated a close relationship between mem
brane microviscosity and the C/Pt ratio. Cholesterol is
known to modify the membrane properties by reducing
fatty acyl chain motion (condensin g effect) in the phospho
lipid membrane and consequently the membrane becomes
rigid and less deformable. The constraint of the hydre-

FIG . 4. EfTeet of erythr ocyte membran e cholesterol/protein rat io
(ClPt ratio: 0, cont rol (no added cholesterol); e, 0.19; ., 0.35; Â ,

0.65; T, 0.71; ., 0.83) on PBA lifetime fluorescence que nehing by
oxygen ,

Influe nce of Cho lesterol on PBA Accessibility
to Oxyg en

Figure 4 shows the effect of cholesterol on PBA fluo
rescence quenching by oxygen. PBA accessibility to ox
ygen (hq = Kd!TO) decreased sign ificantly after incorpo
ration of cholesterol: 11.34 x 106 atm - 1 in the abse nce
of cholesterol addition (C/Pt ratio = 0.18) and 10.29 X

106 atm- 1 afte r cholesterol addit ion (C/Pt ratio = 0.19 )
(Table 0 , reflecting the re la t ive res istance to oxygen
diffusive passage. \Vith the C/Pt ratio increasing from
0.19 to 0.83, there was no correlati on between PBA
accessibility and C/Pt ratio values, With a C/Pt ratio
of 0.19, minimum access ibility was reached (-9.7%)
an d remained constant (-6.6 :: 2.6%) as the C/Pt ratio
increased (Table O, Thi s may mean that the intensity
of the PBA fluorescence signal was in sensitive to the
hydrophobicity linked to th e presence of cholesterol.
Although th e surface marker (TMA-DPH) reflect ed in
creased medium cohesion in relation to the C/Pt ratio ,
no significànt variation of PDA accessibility to oxygen
was observed (with a C/Pt ratio > 0.19). 80, the mem
brane rigidificat ion lin ked to cholesterol incorporation
would reduce oxygen diffusiveness on the lipid bilayer
surface. Moreover, the responsive ness evoked by changes
in PBA accessib ility was unrelated to the C/P t ratio
value .
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TABLE 1

Quenching Const ant Valu es (Accessibility PBA and PDA 1,0 Oxygen )
in th e Erythrocyte Ghost for Each Cholester ol!Protein Ratio

Choles terol/protein ra tio

0.18
(control) 0.19 0.35 0.65 0.71

PDA inhibition, kq (lO G) 8.83 :: 0.12 8.90 :: 0.09 8.72 :: 0.16 9.33 :: 0.10 10.04 :: 0.18
PBA inhibit ion, kq (l OG) 11.34 :: 0.07 10.29 :: 0.12 10.54 :: 0.17 10.77 =0.08 10.72 :: 0.13

0.83

10.52 :: 0.21
11).62 :: 0.09

3.5

gen would diffuse more rapidly in the middle of unsatu
rated phosphatidylcholine- cholesterol membranes (35)
than on the surf ace, It has been suggested in a recent
paper (36) that the presence of cholesterol and membrane
proteins would facilitate oxygen diffusion toward th e mid
dle of th e membrane. The results describ ed here lead ta
similar conclusions in enriched membrane erythrocytes.
Only the changes in PBA and PDA accessibility ta oxygen
were compared. However, nothing proves that oxygen dif
fusion is greater in th e middle part of th e membrane than
at the water/membrane interface (ext ra cellular aqueous
and lipid membrane areas). The increase in oxygen diffu
sion cannot be explained by an increase in membrane
fiuiditY leading to a reduction of the physical barrier to
oxygen perm eation ( l). In the erythrocyte membrane,
phospholipids are in a state of dynamic equilibrium be
tween the two monolayers, Phospholipids would be segre
gated in restricted areas (37). In particulal', it appears
that sphingornyelin and phosphatidylcholine are localized
in the outer monolayer of the erythrocyt e membrane and
phosphatidylethanolamine and phosphatidylserine in the
inner monolayer, In the acyl chain matrix of cholesterol!
dimyristoylphosphatidylcholine, cholest erol molecules
would be regularly distributed amon g the micro- and
macrodomains where cholesterol concentration would be
higher than the macroscopic average value (38-41).
There is no direct evidence that the responsiveness evoked
by the changes in oxygen penneation isdetermined by
the micro- and macrodomains where cholesterol concen
tration would be higher than the macroscopic average.
The oxygen partition coefficient would vary in relation
with area hydrophobicity at different depths in the mem
brane. No correlation between hydrophobicity and oxygen
solubility in a membrane has been reported, The present
study provides evidence that oxygen diffusiveness is in
creased by cholesterol incorporation in the hydrocarbon
core of the erythrocyte membrane. .

CONCLUSIO N

This study was aimed at studyin g oxygen diffu sive 
ness by a me thod which consisted of quenching fiuo
rescent probes (FBA and PDA) incorporated at various

1.00.'1 &.&---- 0.8

P(02) atm

0.2

1.0 .,-----,.----,-------,----.------,

0.0

philic moiety on the cholesterol molecule would place the
conjugated ling structure toward the surface of the mem
brane, which would explain why th e membrane core
would be rigidified more th an the surface, This conclusion
is supported by many studies. We showed th at oxygen
diifusion was increased in the central part of the choles
terol-enri ched erythrocyte membrane, whereas it re
mained unchanged at the water/membrane interface (for
C/Pt ratio valu es > 0.19). Oth er results involving a choles
terol-enri ched phosphatidylcholine artificial membrane
are consistent (4) but in this work, assuming th at oxy gen
concentration was th e same in th e membrane and in the
aqueous medium, th e diffusion-solubility coefficient had
not been precisely detennined. A study showed th at OÀ")' -

2.0

2.5 -

3.0

1.5

FIG. 5. EfTect of eryt hrocyte membrane cholesterollprotein rat io
. (C/Pt rat io: 0 , control (no added cholesterol); e, 0.19; . , 0.35; Â ,

0.65; T , 0.71; . , 0.83) on PDA lifetim e fluorescence quenching by
oxyge n.
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depth s in the cholesterol-enriched erythrocyte mem
br an e. By measuring the anisot ropie values of the fluo
rescence emitted by specifie ma rkers of certain mem
br ane compon ents (TMi~.-DPH , DPH), we verified th at
cholesterol incorporation was accompa nied by in
creased membran e rigidity. The middle part of the
membrane (hydrocarbon core) would be more r igid than
the area at the water/m embrane interface. Erythrocyte
membrane rigidificat ion induced by cholest erol dis
rupted the hydroph ilic regi ons of the membrane, as
reflected by the TMA-DPH an isotro py values. With in
creasing cholesterol concent rat ions, oxygen diffusion
would increase in the middle of the membran e (PDA
incorporation site ) more than pr edicted from the mi
croviscosity value obtained with DPH, whereas it
would remain unchan ged at the in terface between the
extracellular aqueous and membran e lipid areas (PBA
incorporation site). Th e changes were not associated
with depth-depend ent alterations in t ransition temper
ature in restricted areas. At that stage, the membrane
fiuidity and oxygen diffusion resu lts appear to be con
t radictory. It was indeed expected that the inc reased
degree of membrane rearrangernent would re duce oxy
gen diffu sion. To conclude, membrane fluidity provides
no direct inform ation on oxygen diffusiveness in side
the membrane, especially during rigidifica tion induced
by cholesterol incorp ora tion.
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111.3) EFFET DE LA VISCOSITE PLASMATIQUE SUR LA DIFFUSION DE

L'OXYGENE

Des études épidém iolog iques ont montré que tous les facteurs de risque dans les maladies

cardio-vasculaires étaient assoc iés à la viscosité apparente du sang (notée lla) etlou du plasma

(notée IIp) (Lowe, 1992). La visco sité du plasma a été associé à certaines maladies ischémiantes

(Yamell et al, 1988 et 1991) principalement dues à la concentration en protéines plasmatiques, en

particuli er le fibrinogène et les gammaglobulines.

Le transport global de l'oxygène, c'est-à-dire l'acheminement en globules rouges

véhiculant l'oxygène dépend du rapport Hill avec H l'hématocrite du sang et 11 la viscosité

sanguine dont une composante est représentée 'p ar la viscosité plasmatique (llp) (Stoltz et al,

1996).

Lorsque l'oxygène est libéré par les globules rouges, la capac ité de transport (solubilité

diffu sion ) du sang est un paramètre important, particulièrement dans la microcirculation qui

représente essentiellement le champ d'action de l'hyperviscosité. Dans les capilla ires,

l'écoulement du sang (non uniforme) est caractérisé par l'existence de deux couches: une couche

laminaire périphérique presque immobile (globules blancs en majorité) et une zone centrale qui

se déplace rapidement (érythrocytes en majori té). Au niveau de l' artériole et de la veinule, la

circul ation du sang tend à être laminaire, avec au centre, les éléments figur és (globules rouges et

leucocytes) circulant à vitesse rapide et le plasma le long de la paroi circulant à vitesse plus lente.

La viscosité du plasma de la couche laminaire périphérique représente donc un facteur

macroscopique d'importance dans le phénomène de diffusion de l'oxygène des érythrocytes vers

les tissus adjacents .

111.3.1) Influence de la viscosité de diverses solutions sur la diffusion de l'oxygène

Cette relation entre la viscosité d'une solution et la solubilité-diffusion de l'oxygène est

illustrée par la Figure 42 qu~tre la var iation de la solubilité de l'oxygène dans des solutions

de sucrose en étroite relation avec la température.

Pour apprécier l'effet de la viscosité sur le phénomène de diffu sion de l'oxygène, nous

avons étudié l'inhibition de fluorescence de l'acide pyrène butyrique (PBA, 1~M) en fonction de

la P02 appliquée. Le protocole est décrit dans la parti e II.2.1a.2.b3. La Figure 43 montre les

spectres d'ém ission de fluo rescence du PBA pour des solutions de glycé rol de différentes

viscosités dans de l'eau distill ée et pour le PBS.
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Figure 42 : Evolution de la solubilité de l'oxygène en fonction de la viscosité et de la
température. D'après Carrero, 1995.
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L'évolution de la constante d'inhibi tion Ksv du PBA par l'oxygène est fonction de

l'inverse de la viscosité (Figure 44) . Ces résultats font apparaî tre que la viscosité d'une solution

constitue un paramètre macroscopique d'import ance dans le phénomène de diffusion de

l'oxygène.
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Figure 44 : Effet de la viscos ité des solutions de glycéro l. sur les intensités de fluorescence et sur
les constantes d'inhibition Ksv du PBA par l'oxygène.

111.3.2) Influence de la viscosité d 'une suspension de plasma sur la diffusion de l'o xygène

Comme le montrent les résultats précédents, la diffusibilité des molécules d'oxygène est

réduite par l'augmentation de la viscosité du milieu environnant (glycérol).

Nous avons reproduit ce type d'expérience dans les mêmes conditions expérimentales

avec des suspensions de plasmas sanguins. Il s'agit de plasmas prélevés chez des donneurs sains

et des patients atteints respectivement de macroglobulinémie de Waldestrërn et de Kahler. Le

Tableau 14 rassemble les résultats des dosages biochimiques de ces plasmas. Les dosages font

apparaître un taux anormal d'IgM pour le plasma dont la viscosité mesurée est de 4,35 cSt et un

taux anormal d'IgG pour le plasma ayant une viscosité de 1,41 eSt.
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Composition g/L 1,2 eSt 1,41 eSt 4,35 eSt

'[Fibr inogène] g/L 3,8 4,2

[IgG] g/L 7,10 44,4 10,2,1

[IgA] glL 1,02 < 0,07 1,34

[IgM ] glL 1,21 0,13 63,1

[Albumine] g/L 29,3 24,7 -

al g/L 2, 1 1,6 -

a2 g/L 4,1 9 -

pglL 5,8 4,9 -

yglL 9,7 36,7 -

Total protéine 51 77 -

Albumine/globuline 1,35 0,47 -

Tableau 14 : Composition biochimique des plasmas utilisés.

Le protocole d'incorporation du PBA est décrit dans la partie 11.2.10.2.b32 et le principe

de la détermination de la constante d'inhibition Ksv figure dans la part ie 1.3.4.6.

La linéarité de la représentation de Stern-Volmer pour le PBA (Figure 45) est respectée

dans les solutions de PBS (1 eSt) et de plasma peu visqueux (1,2 et 1,41 eSt) alors que ce n'est

plus absolum ent le cas pour le plasma présentant une hyperviscosité (4,35 eSt) . Ces résultats

montrent que l'accessibilité de la sonde à l'oxygène diminue avec la viscos ité du plasma , c'est-à

dire en présence d'obstacles (Baros et al, 1991). Une explication de la déviation à la linéarité,

c'est-à-dire le non-respect de l'équation de Stern-Volmer a été apporté en partie par Li et Wong

(1992) qui ont proposé un modèle qui tient compte de la non-linéarité de la dissolution des gaz.

Ceci revient à introduire un écart à la loi de Henry (cf. Annexe5) . Dans ce modèle, les décl ins

multi-exponentiels ne sont pas-prévus comme dans le cas du modèle multi -sites de Demas et al,

1995.
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111.3.3) Discussion

Dans cette étude, nous avons montré que l'accessibilité de la sonde fluorescente à

l'oxygène diminuait avec la viscosité du milieu environnant. Il en découle que des pathologies

pour lesqu elles la viscosité plasmatique est augmentée peuvent contribu er au phénomène

d'hypoxie tissulaire. L'équation déterminée (Figure 45) permettrait d'obtenir une information

préliminaire sur la capicité diffusionnelle d'un plasma à partir de la viscosité mesurée.

Cependant, cette étude a mis en évidence les limites de notre méthode dans le cas des pla smas

hypervisqueux pour lesquels la linéarité de la représentation de Stern-Volmer n'est pas retrouvée.

Il est env isageable de reproduire cette étude sur des suspensions de plasmas présentant des

différences de viscosité moins marquées, par exemple entre 1,2 et 2,5 eSt, ce qui permettrait

d'aborder des cas cliniques plus nombreux (selon la macroglobulinémie) et d'ajuster ce modèle

empirique simple à la réalité.
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Figure 45 : Effet de la viscosité plasmatique sur les intensités de fluorescence et sur les
constante s d'inhibition Ksv du PBA par l'oxygène.
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IlIA) DIFFUSION DE L'OXYGENE DANS L'ENDOTHELIUM

L'endothélium joue le rôle d'une barrière sélective qui régule les transferts de substances

de poids moléculaire très varié (gaz, macromolécules...) et la membrane basale contrôle l'accès

de ces substances dans les couches sous-jacentes (tissus). Ces échanges prennent place d'un bout

à l'autre de l'arbre vasculaire et plus particulièrement dans les zones où le flux est ralent i, les

capillaires. La paroi des capillaires est organisée de façon tout à fait différente de celle des

vaisseaux et comporte l'endoth élium, la membrane basale et les tissus conjonctifs. Chacun de ces

compartiments est susceptible de présenter une résistance à la diffusion de l'oxygène. La

monocouche de cellules endothéliales représente la majeure partie de l'épaisseur de la paroi du

capillaire et conditionne la perméabilité capillàire. Elle constitue par conséquent un matériel

d'étude de choix dans l'étude du phénomène de diffusion de l'oxygène. Dans ce travail, nous

avons abordé le phénomène de diffusion de l'oxygène d'une part au niveau d'une suspension de

cellules endothéliales (sans membrane basale) et d'autre part au niveau d'une mono couch e de

cellules endothéliales (avec membrane basale).
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111.4.1) Effet du détachement des cellules endothéliales sur le phénomène

d 'inhibition de fluorescence des dérivés pyréniques

Pour réaliser des expériences en cuvette sur une suspension de cellules endothéliales

(CE), il est nécessaire d'effectuer au préalable une opération de détachement des cellules

adhére ntes du support de culture (boîte, lamelle...). Or, cette opération ne respec te pas l'intégrité

morphologique de la cellule endothéliale, car les interconnexions cellulaires, le cytosque lette et

la membrane basale sont en partie dégradés (action digestive de la trypsine). Nous avons étudié

l'incidence de ce détachement cellulaire sur le phénomène d'inhibition de fluorescence pour une

sonde fluorescent e par l'oxygène. Seuls les dérivés pyréniques furent utili sés dans ces

expériences car la puissance du laser ne permettai t pas d'exciter les molécules de Ru(phen)

faiblement concentrées dans les cellules endothéliales.

111.4.1.1) Spectres d 'émission de flu orescence des dérivés pyréniques sur une suspension de

cellu les endothélia les

Les condi tions expérimentales figurent dans les parties II.2.10 .1a et III .5. A l'aide d'un

spectrofluorimètre à comptage de photo ns (intensité exprimée en coups, +20 OC), nous avons

recueilli les spectres des émiss ions de la fluorescence des acides pyrène butyrique (PBA ),

décanoïque (PDA IO), décanoïque-cholestérol (PDAIO-Chol), et dodécanoïque (PDA) à différentes

P02• Ceux-ci sont reportés sur la Figure 46 (A) ainsi que déclin des intensités de fluo rescence

mesurées à 376 nm (B) et la représentation de Stern-Volmer (C). Le Tableau 15 rassemble les

va leurs des constantes Ksv calculées à partir de la Figure 46 et le rapport des intensités des

exc imères (470 mn ) et des monomères (376 nm) en absence d'oxygène.
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PBA PDA PDAIQ PDAIQ-Chol

Ksv (atm") 1,5 5,7 7,0 1,3

1cxc / I mono 0,0114 0,0791 0,1353 0,0259

Tableau 15 : Valeurs des constantes d'inhibition Ksv du PBA, PDA, PDAIQ et PDAIQ-Chol et des
rapports des intensités des excimères et des monomères dans des suspensions de ce llules
endothé liales, + 20 "C.

111.4.1.2) Détermination des durées de vie des dérivés pyréniques sur une suspens ion de

cellules endothéliales par fluorimétrie de phase

Les durées de vie du PBA pour une suspension de cellules endothéliales (Figure 47) ont

été mesurées à l'aid e d'un fluorimètre à modulation de phase (SLM 48000 S) selon les indications

décrites dans les parties II.2 .10. la et II.2. l 0.2b35 et II.l O.3bl , Kd est est imée à 1,35 atrn'.

4-(1-PYRENYL)BUTYRIC ACID

130 2,5
R2 = 0.989

Kd = 1.35 at m-1 •120

110

100 2,0

•
~ 90 -b(Il •.5- A ...

B... 80 •
70 1,5

60

50

40 1,0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 r.o
P02 P02

Figure 47 : A. Effet de la P02 sur le déclin des va leurs de durées de vie du PBA dans une
suspension de cellules endothé liales en cuvette. B. Représentation de Stern-Volmer.
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111.4.1.3) Détermination des durées de vie des dérivés pyréniques sur une monocouche de
de cellules endothéliales par microscopie à fluorescence résolue dans le temps

Le montage expérimental et le protocole de marquage sont décrits respectivement dans la

partie II.2.10.1b. Les décl ins des logarithmes des intensi tés de fluorescence de 4 dér ivés

pyréniques (PBA, PDA, PDA IO et Cho l-PDAIO) en fonction du temps sont montrés sur la Figure

48 qui illustre le déclin des va leurs des intensités de fluorescence mesurées 150 ns après

l'excitation en fonct ion de la P02 et cec i pour chaque sonde. Dans chaque cas, les équations des

pentes des régressions des courbes expérimentales ainsi que le facteur de corrélation sont

indiqués. Les Tab leaux 16 et 17 regro upent respectivement les va leurs des durées de vie et les

constantes Ksv et Kd calculées à partir des Figur~s 49 et 50.

P02 (atm") 1"pDA 1"pDA 1"pDAIO 1"PDA1O-Chal

° 154 ± 5 161 ± 3 204 ± I l 175 ± 8
0,2 117 ± 7 115 ± 8 161 ± 9 149 ± 5

0,4 90 ±2 87 ± 7 128 ± 15 121 ± Il
0,6 79 ± 6 76 ± 6 103 ± 7 105 ± 8
0,8 65 ± 8 65 ±2 92 ±4 85 ± 5

1 56 ±4 54 ±4 74 ± 9 79 ± 9

Tableau 16 : Valeurs des durées de vie du PBA, PDA, PDA IO et PDAIO-Chol déterminées en
microscopie à fluorescence pour une monoco uche de cellules endo théliales.

Dérivé pyrén ique Ksv (atm") Kd (atm")

PBA 0,43 1,73

PDA 0,74 1,92

PDA IO 0,34 1,71

Cho1-PDAIO 0,32 1,28

Tableau 17: Va leurs des constantes Kd et Ksv du PBA, PDA, PDAIO et PDAIO-Chol
déterminées en microscopie à fluorescence pour une monocouche de cellules endothé liales.
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Figure 48 : Inhibition par l'oxygène des durées de vie du PBA, PDA, PDA IO et PDA IO-Chol
déterminées en microscopie à fluorescence pour une monocouc he de cellules endothéliales.

11104.104) Discussion

Nos résult ats montrent que les valeurs des constantes d'inhibition dynamique (Kd) sont

du mêm e ordre de gra ndeur, qu'elles soient déterminées par fluo rim étrie de phase (constante

Kdp13A de 1,3 atm" sur des suspensions cellulaires) ou par microscopie à fluorescence résolue

dans le temps (constante Kd l'B A de 1,7 atm" sur une monocouche cellulaire) . Les déterminations

des durées de vie à l'aide du sys tème de type Boxcar MM dans les conditions énoncées ci-dessus

ne posent aucun problème particulier à l'excep tion des positions des bornes entre lesquelles est

faite la régression. En effet, le comportement mono-exponentiel du déclin de la fluorescence est

ret rouvé si l'on cons idère respec tivement les bornes suivantes : PBA de 85 à 370 ns ; PDA de

150 à 350 ns , PDA IO et PDA-m-Bhol de 100 à 335 0 ns. Dans ces conditions, la linéarité de la

représentation de Stern-Volmer (r./t vs P02) n'est pas pris e à défaut dans ce modèle.

En ce qui concerne les va leurs des constantes d'inhibition (Ksv) , elles sont très

dépend ant es de l'instrumentation mi se en œuvre et des conditions expér imentales (fluorophore et

concentration pr incipalement). Les valeurs des constantes Ksv sont du même ordre de grandeur
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et sans di fférence significa tive pour les expériences réali sées en intégrant le signal à l'aid e d'une

caméra CC D (KSVpBA = 1,3 atm") ou à l'aide du photomultiplicateur d'un spectrofl uorimètre

(KSVPBA = 1,5 atm" ). En revanche, les va leurs des constantes Ksv mesurées 150 ns après

l'excit ation pulsée à l'aide du sys tème Boxcar présent ent une grande différence (KSVPBA = 0,4 atm

'). Ce lle-ci a été attribuée au temps d'intégration très court du signa l par le détecteur (entre t et t +

3ns). Ce mode d'utilisation du Boxar n'est donc pas employé pour l'analyse des déclins des

intensités de fluorescence .

En ce qui concerne les sondes PDA et PDA1o, les résultats montrent une différence très

marquée entre les val eurs de Ksv (suspension ce llulaire) et de Kd (monocou che de cellules

endo thé lia les).

Ce lle-ci peut être attribuée:

a) à une inhibition de typ e statique car les valeurs de Ksv (5,7 atm" pour le PDA et 7

atm' po ur le PD A IO) sont supérieures à ce lles de Kd (1,9 2 atm" pour le PDA et 1,71 atm" pour

le PD A IO)

b) à l'incid enc e du détachement des ce llules. En effet, le détachem ent ce llulaire suite à la

digestion enzy matique (trypsine) pourrait conduire à des perturb ations et dégradations extra

ce llulaires (matr ice, membrane basale, glycocalyx) et avoir des consé quences sur la membrane

elle-mê me. Les cellules endothéliales planes, allongées et adh érent es deviennent alors sphériques

dans une suspension de ce llules indi viduali sées. Ces modifications semblent désigner des

rem ani em ents membranaires internes et pro fond s car les sondes PDA et PD A IO sont locali sées

dans la partie hydrophobe centra le de la membrane. Il appa raît égaleme nt que la liaison chim ique

de la molécul e de cholestérol et du PDA IO affecte considérableme nt l'accessibili té de la sonde à

l'ox ygène car aucune di fférence significat ive n'a été observée avant et après détachement. Il est à

not er que la formation d'excimères intermolécul aires dan s le cas des dérivés dodécanoïques

(PDA) et décanoïques (PDA IO) conduit à des résultats inexploitabl es du fait de la non-linéarité de

la droite de Stern-Volmer et du mauvais coefficient de corrélation qui en découle.
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I1IA.2.I) Influence du gel,

A partir du système Boxcar couplé à un microscope (MM), dispositif décrit dans la partie

II.2 .IO.3.b2, nous avons déterminé les durées de vie du Ru(phen) incorporé dans un gel de

gélatine. La Figure 51 montre le déclin de la fluorescence du Ru(phen) dans un gel de gélatine

(6 g/L) en fonct ion du temps et pour différentes pressions partielles en oxygène. Les valeurs

moyennes des durées de vie calculées à part ir de 3 expériences sont respectivement de 909 ± 10

ns ; 434 ± 7 ns ; 334 ± 8 ns et 227 ± 4 ns pour des P02 de °;0,23 ; 0,6 et 1 atm-JoLa valeur de

la constante d'inhibition dynamique Kd est de 2,9 atm- l
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Figure 51 : Déclin des intensités de fluorescence du Ru(p hen) dans un film de gélatine
recouverte de 4 couches de PLGA.

IIIA.2.2) Influence de la concentration en Ru(phen) dans le gel

Pour différentes concentrations en Ru(phen) incorporées dans un gel de gélatine (6 gIL),

les intensités de fluorescence ont été recuei llies successivement à l'aide d'une caméra CCD

(intégration 0, 1 s) et d'un photomultipl icateur connecté au système Boxcar MM. (Ksv) et
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dynamiques (Kd) respectivement pour les déclins des intensités et des durées de vie (Figure 52)

en fonct ion de la P0 2• La non linéarité de la représentation de Ste rn-Vo lmer rend le calcul des

constantes Ksv (Fa / F. vs . P02) très diffici le. Celle-ci a été attribuée à une sens ibilité mo indre de

la caméra CCD pour les grandes P02 par rapport au photomulti plicateur du sys tème Boxcar MM.

Ce problème peut être résolu (linéarité de la représentation) en augmentant le gain et/ou le temps

d'intégration de la caméra (pour les grandes P02) sous réserve a) de ne pas saturer le capte ur aux

faibles P02 b) de vér ifier la linéarité de la réponse de la caméra pour des gains et/ou des temps

d'int égration différents. Les valeurs de Kd sont: 5 ; 5,7 ; 6,3 et 5,8 atm" respectivement pour des

valeurs de P02 de °;0,2 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8 et 1. La concentration optimale retenu e est de 2.10.4 M

de Ru(phen) pour un gel contenant 6 g/L de gélatine .

4,00 - - 0,5.10-4 M CAM ERACCO 8 BOXCAR MM--- 1.10-4 M

- Â - 2. 10-4 M
7

3,00 --T- - 3.10-4 M 6

, ----:::-:::-1
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Figure 52 : Représentation de Stern-Volmer (FaiF et taf'r vs P02) pour différentes concentrations
en Ru(phen) incorporées dans un gel de gélatine (6 g/L) suivant le type de capteur.

III.4.2.3) Influence d'un film de polymè re (PLGA) déposé sur le gel

No us avo ns constaté plusieurs phénomènes lorsque le gel de gélatine sert de support de

culture à des cellules endothéliales (en suspension dans du mili eu de culture). La boîte de Pétri

qui cont ient la lamelle sur laqu elle est coulé le gel, est placée dans un incubateur à 37 "C, Sous

l'effet de la chal eur, et après 20 min , la gélatine a tend ance à fondre et les mol écules de Ru(phen)

diffusent vers le mi lieu de culture, avec coloration. Ce phéno mène est responsable d'un e

incorporation du fluorophore dan s les cellules endothéliales en suspension dans le mileu de

culture . La Figure 53 montre la fluorescence des cellules endothéliales en suspe ns ion marquées
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par les molécules de Ru(ph en). L'observation en négatif permet de mieux distinguer de faibles

signaux de fluorescence.

Figure 53 : Incorporation des molécules de Ru(ph en) dans des cellules endothéliales en
suspens ion dans du milieu de culture x20, intégration 1 sec. Cliché en négatif.

Ce phénomène est à l'origine d'une part d'une diminution des signaux de fluorescence

dans le gel et d'autre part d'une fluorescence émise par les cellules endothéliales ayant incorporé

le fluorophore.

Pour s'affranchir de ces probl èmes, nous avons imaginé de déposer un film qui isolerait le

gel du milieu de culture, cec i afin d'éviter la diffusion du fluorophore. Un polymère hydrophobe

d'acide glutamique (PLGA) fourni par le LCPM de l'ENSIC a été testé en ce sens. Le gel est

recouvert de 4 couches de ce polymère selon le protocole décrit dans la partie II.2.10.1b3. Les

déclins de la fluorescence du Ru(phen) dans le gel sont montrés sur les figures 54 (linéaire) et 55

(logarithm e).

- 0

-- 0,3

0,6

-- 1

Figure 54 : Déclin de la fluo rescence du Ru(ph en) 2. 10-4 M incorporé dans un gel de gélatine
(6 g/L) recouvert d'un film de 4 couches de PLGA pour une variation de la P02•
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Figure 55 : Décl in du logarithme de la fluorescence du R u(phen) 2. 10-4 M incorporé dans un
gel de gélatine (6 g/L) recouvert d'un film de 4 couches de PLGA , en fonction de la P02.

Les valeurs des durées de vie sont respectivem ent de 1000 ns, 476 ns, 303 ns et 232 ns

pour des proportions en oxygène de a%, 30 %, 60 % et 100 %. La constante Kd est de 2,3 atm" ,

c'est-à-dire inférieure à ce lle correspondant au ge l seul (2,9 atm"). La form e du déclin permet un

traitement mono-exponentiel.

111.4.2.4) Te mps de réponse du système

Nous avons cherché à connaître le temps de réponse de ce systèm e de mesure à l'aide d'un

ge l recouvert d'un fi lm de PLGA Dans ce but , les valeurs des durées de vie du Ru(phen) sont

déterminées fréquemment (toutes les minutes env iron) pour une atmosphère saturée en N2 puis

imm édiatem ent saturée en 0 2, sans pas intermédi aire. Le temps de réponse dépend de l'épai sseur

du gel (surface en contact avec 1'02) , du volume interne de la chambre d'analyse et du débi t du

gaz injecté dan s ce lle-ci. L'épaisseur du gel est rigoureusement constant.

Les déclins des intensités de fluorescence pour chaque détermination sont montrés sur la

Figure 56 . Le temps de réponse d'un ge l de gé lat ine par saturation à l'oxygène ( 100 %) est de

l'ordre de 15 min (900 s), correspondant au signal de fluorescence le plus faibl e à J'état

d'équilibre. Le temps de régénération du système par saturation à l'azote (100 %) est du même

ordre de grandeur (Figure 57) . Ces résul tats indiquent que le gel de gélat ine est réu til isable et

que la réversibilité de sa réponse à l'oxygène permet de définir les mêm es valeurs de "Co pou r

plusie urs expériences .
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Figure 56 : Déclin de la fluorescence du Ru(phen) dans un gel en fonction du temps.
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Figure 57: Temps de réponse d'un gel de gélatine chargé de Ru(phen).
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IIIA. 2.5) Influence d'un e monocou che de cellules endothé liales cultivées sur un gel de gélatine

Certains facteurs ont été étudiés en relation avec les valeurs des durées de vie déterminées

par microscopi e à fluorescence résolue dans le temps et les résultats figurent dans la parti e

II.2.ll (mise au point expérimentale). Citons le nombre de cellules observées , de l'état de

confluence, la mise au point, le temp s d'expo sition.

III A.2.6) Influ ence d'un e monocouche de cellules endothéliales cultivées sur un gel de gélatine et

recouverte de plasmas plus ou moin s visqueux

Dans cette étude, le gel (0) est revêtu successivement d'un film de PLO A (F), d'une

monocouche de cellules endothéliales en culture à confluence (CE) et d'un volume de 0,5 mL

d'une suspension de plasma. Les conditions expérimentales décrites dans la partie IIIA.4 sont

obse rvées . La représentation de Stern-Vo lmer (Figure 58) fait état d'un e diminution de la

constante d'inhibi tion Kd avec chacun des compartiments que l'oxygène doit traverser pour

atte indre les mol écules de Ru(phen) prisonnières du gel. Les valeurs des constantes Kd sont

respectivement 2,9 atm" (gel) - 2,3 atm" (gel + film PLOA) - 2,1 atm" (gel + film + plasma) et

1 atm" (ge l + film + plasma + monocou che de cellules endothéliales).

Dans l'équ ation de Smoluchoski (cf. 1.3.5.3), de nombreux paramètres restent très

impréci s. Nous exploiterons don c ces résultats en traduisant non pas un coeffic ient de diffusion

mais une diminution relative des valeurs des constantes Kd par rapport à celle mesurée dans le

gel reco uve rt du film PLOA (Kd = 2, 1 atm" = 100 %). Ainsi les incidences sur la diffusion de

l'oxygène se traduisent pour le plasma (viscosité 1,2 cSt) par une diminution de la diffusion de

8,7 % et pour la monocou che recouverte du même plasma par une diminution de 56,5 %.

II apparaît nettement que la mon ocouche de cellule endothéliale présente une rés istance

passive à la diffusion de l'oxygène.
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Figure 58 : Représentation de Stem-Valmer. Effet de la P02 sur l'inhib ition des durées de vie du
Ru(phen) dans la gélatine (G) recouverte d'un film de PLGA (F), d'une monocouche de cellules
endothéliales (CE) et d'1 mL de plasma sain (P).

IlI A.2.7) Discussion

Ces études ont montr é l'incidence du détachement des cellules endothéliales sur le

phénomène d'inhibi tion de fluorescence par l'oxygène, en particulier sur l'accessibilité des sondes

localisées dans la région profonde de la membrane.

L'utilisation d'une approche expérimentale respectant l'intégralité physique des cellules

endothéliales s'en trouve justifiée à ce titre. Un banc optique (microscopie à fluorescence résolue

dans le temp s) a été mis au point pour apprécier l'amplitude de l'inhibition de fluorescence par

l'oxygène et ceci selon les compart iments biologiques traversés. La microscopie à fluorescence

résolue dans le temps apporte une nouvelle dimension à la microscopie à fluorescence classique,

pour laquelle les fluctuations des intensités de fluorescence mesurées ont des origines variées. La

mesure des durées de vie sur une monocouche cellulaire donne également accès à des

informations d'ordre structural et fonctionnel (micro-environnement) et de ce fait, constitue une

approche originale et complémentaire à la spectrofluorimétrie classique.
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Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude mettent en évidence l'incidence des

milieux biologiques sur la diffusion de l'oxygène, en particulier le plasma et la monocouche de

cellules endothéliales. La mise en équation de ce phénomène physique, c'est-à-dire l'élaboration

d'un modèle empirique donnerait directement accès à l'accessibilit é à l'oxygène des molécules de

Ru(phen) dans le gel. Les composantes sont connues ou mesurables (viscosité plasmatique,

fluidit é membranaire) ainsi que leurs conséquences sur la diffusion de l'oxygène.
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111.5) EFFET DE LA RIGIDIFICATION MEMBRANAIRE SUR LA DIFFUSION DE

L'OXYGENE DANS LA MEMBRANE DE CELLULES ENDOTHELIALES HUMAINES

EN CULTURE

Article 5 :

Effect of rig id ification induced by cho lesterol on oxygen permeability of human

endothelial ce l! mono layer.D Dumas, ML Viriot, JF Stoltz.

Experimental Ce" Research, soumis à publication.

Influence du cho lestérol sur la perméabilité d'une monocouche de ce llules endothé liales à

l'oxygène

Co mme nous l'avons montré précédemment , il es t possibl e de modéliser la ciné tique de

diffusion de l'oxygène à travers divers compartiments: la monocouche de cellules endothé liales,

le plasma et le ge l. Une équation simple traduit de mani ère empirique le comporteme nt de ces

diverses rés istances à la diffusion passive de l'oxygène. Les influences du ge l (concent ration en

fluorophore, en gé latine, épaisse ur, etc. ) et de la viscosi té plasm atique (sur le déclin de la

fluorescence d'un fluorophore sensible à l'oxygène. Ce lle-ci a été étab lie à parti r des rés ultats

expér imentaux portant sur une monocouche de ce llules endothé lia les dont les param ètres

rhéo log iques sont co nsidérés comme normaux. Cependant, l'endothélium vasculaire et capilla ire

subit de nombreux stress (ph ysico-chimiques, biologiques et mécaniques) qui peuvent fortement

affecter la diffus ibilité de l'oxygène. C'est la raison pour laquelle nous avons abordé l'étude de

l'influence de l'in corporation de cholestéro l sur les propriétés rhéo log iques et la diffu sion de

l'oxygène au sein d'une monocou che de ce llules endothélia les en culture.

La description de ce travail figure dans la publication suivante. L'incorporation de

cholestéro l dans la membrane endothéliale a été réali sée par incub ation dans un milieu de culture

contenant différentes concentra tions en cholestérol (3,42 , 6.84 et 17,11 ulvl),

Nous avons vérifié la rigidification membranaire grâce à des mesures de pol arisation de

fluorescence à l'aid e des sondes DPH et TMA-DPH.
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Effect of rigidification induced by cholesterol on oxygen permeability of human

endothelial cel! monolayer

Dominique Dumas " . Marie-Laure Viriat b, Jean-François Stoltz a

a Laboratoire d'AngioHématologie et Hémorhéologie, EA 1728 et FR CNRS W0070 , Faculté de

Médecine, F-54505 Vandoeuvre-les-Nancy, France

b DCPR (GRA PP) - URA , 328 CNRS, ENSIC-INPL, 1 rue Grandville F-54000 Nancy, France.

Tel: 83592674 ; Fax: 83592643; E-mail: dumas @hemato.u-nancy.fr.

Abs tract

We tested the effect of enrichment of endothelial cells membranes with cholesterol on

parameters of oxygen diffusion through this membrane. Membrane rigidifi cation was induced by

addin g low quantities of cholesterol to extracellular medium (3.42 uM, 6.84 /lM and 17,Il /lM)

and the membrane fluidit y was assessed by a fluorescence polarization method (anisotropy). The

oxygen permeability of the endothelial cells was monitored by quantitative fluorescence imagin g

technique using fluorescent probes very sensitive for oxygen, incorporated at different depths in

the membrane. Undel' our experimental conditions, we observed that the accessibility to oxygen

significantly decreased both in the upper region (18.5 %) and in the middle part of the membrane

bilayer (60.1 %). Tt was not expected that lowest physiological cholesterol concentration (5mM)

may affec t oxygen diffusion process. In conclusion, a very low level of free cholesterol

significantly reduc e the oxygen permeabilit y of endothelium and molecular oxygen transfert

process to underlying tissues.

Key words : oxygen permeability, endothelial cells, cholesterol , fluorescence quenching,
quantitative microscopy.

1. Introduction

The develop ement of atheroscl erosis involves the accumulation of cholesterol in the intima of the

arteries, leadin g to a reduction of blood flow which could lead to ischemia [1]. The vascular

endothelium is the first barri er encountered by oxygen after exiting the lumen of the capillary

and would not be of domin ant importance in determining oxygen transport to tissue [2].

However, it has been known for some time that the membrane bilayer is a resistance factor to

molecular oxygen diffusive transfert [3]. The diffusiveness of oxygen was thought to vary to
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membrane fluidity [4,5]. As choleste rol molecules of plasma lipoprotein s and cell membran e are

capabl e to interchange [6,7], membrane rigidifi cation may affect oxygen perm eability of

endothelium, as shown in rigidified erythrocyte membrane [8]. The effect of cholesterol on

oxygen penneability of endothelial cells monolayer has been littl e investigated. The main

purpose of the present study was to investigate the relation between the cholesterol-enr ichment

endothelial cell s monolayer and the oxygen permeability. Membrane rigidification at various

depths was assessed by fluorescence polarization of probes (DPH, TMA-DPH) spec ifie for each

membrane compartment.

2. Matcrials and mcthods

2.1. Prepara tion ofendothelial cells and incorporation of cholesterol

The endo the lial cells (ECV304 cell line, Cerdic, Sophia Antipolis, France) were grown in a

humidified chamber at 37°C in culture 199 Medium (OmCO) on glass coverslips (40 x 40 mm ,

Fisher). At confluence, the medium was removed and the cove rslips were rinsed twice with the

culture medium. Cells were incubated in 199 Medium in which 3.5 % polyvinylpyrrolidone

(plasma expander), 0.4 % glucose, 1 % albumin, 0.8 % Hepes and various concentrations of

choles tero l (cholesteryl hemi succinate) was added, according to Shinitzky's modified procedure

[9]. We used cholesteryl-hemis ucc inate instead of cholesterol because of its miscibility without

phase separation at the required concentrations [10] . Chol esterol final concentrations in medium

culture were 3.42 uM, 6.84 f.lM and 17,11 f.lM. The coverslips were incubated for 4 hours and

then washed in 3 changes of PBS before fluor escent labelling (membrane fluidity or quenching

experiments). A control was prepared und er similar conditions but in a medium whi ch contained

the same proportion of ethanol (0.1%) without cholestery l hemi succinate. A blank phosphate

buffer permitted assessment of the influence of incub ation and ethanol. Similar results about

membrane fluidity and oxygen quenching experiments were found with both control buffers .

2.2. Fluorescent probes and labelling

Stock solutions of probes were stored at + 4°C: diphenyhexatriene (DPH) 2 mM in TH F

(tetrahydrofuran) and 1-(4-(trimethylamino)phenyl) -6-phenylhexa-1,3,5-triene (TMA-DPH), 2

mM in DMF (dimethylforma mide), pyrene butyric acid (PB A, Mol ecular Probes),

pyrenedodecanoi c acid (PDA, Mol ecular Prob es) and pyrene-ketodecanoyl-cholesterol acid

(PDAIO-Chol , Sigma) 1 mM in DMF. For labelling, 3 ul. stock solutions were added to

endothelial cells monolayer in 3 mL 199 Medium. After incubation for 30 min , the endothelial

cells were washed in 3 mL pho sphate buffer. The absence of excimers was confirme d by the
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absence of fluorescence emission at 470 nrn (Fig. 2 and 3). The concentrations used (1 flM for the

prob es, 1/100 dilution for solvents) were too low to alter memb rane fluidity.

2.3. Membrane «fluidity»

Memb rane fluidi ty was studied by a fluor escence polarization method whi ch measures the

fluorescence anisotropy <1'> of 2 probes incorporated in the membrane (DPH and TMA-DPH).

DPH was found to incorporate in the middle of the membrane and TMA-DPH to anchor by its

cationic part at the membrane/water interface (Fig.1) [11,12]. The fluorescence anisotropy at

25° C was perfo rmed, on endothelial cells monolayer grown on glass coverslip s, with aT-format

continuous excitation spectrofluorome ter (SLM Aminco 48000, SLM Instruments Inc , Urbana ,

IL) according to the formul a <r>= III - I.L / (2(111 + IJ where III and I.L were the parallel and

perpendi cular emission intensities, respectively. The excitation wavelength was set to 365 nm

and the emission wavelength to 425 nm. The back ground nois e of light diffusion was corrected

by a contro l monolayer.

2.4. Fluor escence digital imaging microscopy

A gaseous mixture was obtained by using the various oxygen an nitro gen outflows (atmospheric

pressure) and a gas mix er (Schaefer techniques, Nozay, France).

For microscopy experiments , the gas was injected in an oxygen pressure chamber developed in

our laboratory whi ch was designed to be attached to the stage of a Olympus IX-70 fluorescence

microscop e. Thi s one was equippe d with a stabilized high-pressure mercury lamp (HBO 100 W)

and an objective LCPlanFI20X. The intensity of the exc itation source throughout one

measurement did not induce any photobleaching. A dichroic mirror (WU cube, Olympus)

se lected the fluorescence exitat ion (33 0-365nm) and the integral part of the monomer emission

spec trum (390-420 nm) . Fluorescence emission was integrated at 25°C for 0.1 sec on a slow-scan

cooling 12 bit CCD camera (effective area of 1317x1035 pixels, Kuv 1317 , Princeton

Instrument s Inc , USA) . A image intensity calibration kit (lnSpeck, Molecular Probes, Eugene

City, Ore., USA) was used for the calib ration. The data is read out into a Pentium computer with

48MB RAM and is processed using WinViewNisilog imaging software. Both a blank image of

detector dark current and the autofluor escence image were substracted pixel-by-pixel from each

image acquired and fluorescenc e intensities (grey level) measured.

2.5. Spectra emission fluorescence

For spec tra fluorescence, the gas was bubbled in the dark in a quartz 199Q S circulation weil that

contained the endothelial cells suspension (25°C). The fluorescence spectra were performed with
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a photon counting spec trofluorometer for 1 sec with 5/3 slits (Fluoromax-2, Jobin Yvo n-S pex,

Longj umeau, France) with a Datamax (grams) software. Th e exc itation wavelength was set to

343 nm .

2.6. Pyrene derivative quenching by oxygen

A technique of fluorescence intensity quenching was applied according to : F0 / F = 1 + Ksv [02]

with Fo, F respectiveley the fluorescenc e intensities in the absence and in the presence of oxygen

and Ksv the Stern-Volmer constant [13]. Fluorescent probes located at different depths

dependin g on the alkyl chain length in the lipid bilayer were used; C4 for pyrene butyric acid

(PB A) incorporated in the upp er reg ion and C I2 for pyrene dodecanoi c acid (PDA) located in the

middle part of the endothelial cell membrane (Fig.l) [14]. In previous work by our group, it was

shown that in the absence of static quenching by choles terol [15], the mol ecular qu enching

constant Ksv, obt ained from the slope of the regress ion line between [02] and FalF, represents the

co llis ion frequency between the fluo rophore and oxygen (accessibility) . The change in the

characteristic values of quenching constant Ksv mad e it pos sibl e to assess the diffu sion-solubility

phenomenon. Although choles terol itself can be oxidized , pyrene derivatives (PB A and PDA)

used here are rather specifie for molecular oxygen with its tripl et multiplicity in the lowest

energy electronic state.

3. Rcsults

In the present study we examined the effect of cho lesterol on molecular oxygen diffusion. It must

be kept in mind that we are below physiological choleste rol concentrat ion in plasma (5mM).

3.1. Membrane fluidity

Undel' the conditions used for labelin g endothe lial cell s monolayer, the changes in fluorescence

anisotropy are shown (Fig. 1). Membrane fluidity values, indi cate that the DPH and TMA-DPH

freedom of rotary motion decreased as the added choleste rol amount increased. The membrane

fluidity was significantly reduced due to cholesterol enrichment process whi ch is dir ectly

attributed to transfer of cholesterol into the membrane, leading to hardening. So we have verified

membrane rigidification induced by cholesterol incorporation whi ch can be explained by its

property of increasin g the order of bilayers.
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Figure 1. Effect of cholesterol concentration in culture medium on the evolution of fluorescence
anisotropies measured on endothelial cells monolayer in culture with diphenyhexatriene (DPH)
and 1-(4-(trimethylamino)phenyl)-6-phenylhexa-l ,3,5-triene (TMA-DPH). The anisotropy <r>
was measured at confluence at 25 "C and corrected by a control unlabelled monolayer.

3.2. EfJect of oxygen on Pyrene butyric acid (PBA) and Pyrene-ketodecanoyl-cholesterol add

(PDA 1O-Chol) fluorescence spectra in endothelial cells suspension.

The effect of molecular oxygen on fluorescence spectra of PBA and PDA in endothelial cells

suspension are respectively shown in Fig.2. There is no detectab1e change in the fluorescence

spectra and the absence of pyrene derivatives excimers was confirmed. For both probes, pyrene

derivatives fluorescence is markedly decreased by oxygen. The constant quenching (Ksv),

obtained from the slope of the regression line between P(02) and FoIF, were respectively 1.52

atm'! and 1.36 atm" respect ively for PBA and PDA.
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3.3. Effect ofcholesterol on oxygen perm eability ofendothelial cells monolay er by fluorescence

tnicroscopy

Access ibility to the prob es (oxygen diffusion) was assessed by a technique of intensity

fluorescence quenching by oxygen molecular. We applied this method to fluorescence

microscopy under undamaged conditions (no trypsin digestion) with cultured endothelium

monolayer.

The distribution of fluor escence intensity was not unifo rm throughout the monolayer, due to

specifie labellin g of membrane areas by probes (Fig.3). In the presence of oxygen-enriched

gaseous mixture (from a % to 100 %), the oxygen level in endothelial cells were high and

fluorescence intensity decreased.

The Ksv constant quenching of fluorescence intensities by oxygen was measured, and shown

respectively for PBA and PDA in Figure 4. The Ksv values decreased significantly afte r

incubation with cholesterol (from 1.35 x to 1.10 atm'] for PBA and 1.28 to 0.51 atm' ] for PDA,

Table 1). Because this reaction is cholesterol concentration-dependent, these result s support the

idea of a physical barrier to oxygen permeation due to rigidification and reflect the relative

resistan ce to oxygen diffusive passage.

This may mean that increasing the amount of cholesterol in the endothelial cells membrane

significa ntly reduce oxygen permeabilit y of endothelial cells.
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Figure 2. Hum an endothelial celIs were grown on glass coverslips until confluent, rinsed twice in
Medium 199 and labelIed with pyrene butyric acid (PBA) or as described under "Materials and
method s". To release celIs from culture flask, endothelial were then washed in PBS (3 changes) and
incubated for 2 min at 37 "C in PBS containing 0.25 % trypsine and 0.25 % EDTA. After washing,
the celI suspension was resuspended in a quartz 199 QS circulation weIl containing 3 mL of culture
medium. A gaseous mixture was bubbl ed in the dark at 25 "C. in the Upper part: quenching of
PBA fluore scence intensity at 375 IID1 by oxygen; in the middle part: Stem-Volmer plots. ; and in
the bottotn part : fluorescence emission spectrum.

Figure 3. Fluo rescence images of endothelial cells monolayer labelIed with pyrene butyric acid
(control , image magnification, x 20). The endothelial celIs were grown until confluence on glass
coverslips and incubated 4 hours in culture medium containing 3.42 /lM, 6.84 /lM or 17.11 /lM
cholesterol. Then, celIs were washed in PBS and labelled with pyrene butyric acid (PBA, IpM) or
dodecanoic acid (PDA, l p.M). The coverslips was inserted in a oxygen chamber staged on
fluorescence micro scope in which various P(02) was injected at the atmospheric pressure. The
excitation wavelength was set to 330-365 nm,. fluorescence emission (390-420 nm) was integrated
at 25 "C on a CCD camera for 0.1 sec (resolution of the images: 1317 x 1035)
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Figure 3. Fluo rescence images of endothelial cells monolayer labelled with pyrene butyric acid
(control, image magnification, x 20).
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Figure 4. Stern-Volmer plots of oxygen quenching. Effect of cholesterol concentration in culture
medium on pyrene derivatives (PBA and PDA) fluorescence intensity quenching by oxygen in
endothelial cells mono layer.

Constant cholesterol concentration in medium culture
Blank Control 5 mg/L 10 mg/L 25 mg/L

(3.42 J.1M) (6.84 J.1M) (17.11 J.1M)
Ksv (atm") 1.34 + 0.03 1.35 + 0.02 1.28 +0.03 1.18 + 0.02 1.10 + 0.03
PBA
Ksv (atm") 1.30 + 0.02 1.28 + 0.04 1.00 + 0.02 0.82 + 0.05 0.51 + 0.06
PDA

Table 1. Effect of cholesterol concentration in culture medium on Ksv quenching constant values
(access ibility PBA and PDA to oxgen) measured on endothelial cells grown on glass coverslips
under confluent. The results are presented as the means of four independant assays ± SEM.
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4. Discussion

Increasing the amount of cholesterol in the extracellular medium was seen to increase the

appare nt membrane microviscosity, as assessed by fluorescence polarization , a method sensitive

to the packin g density. These results are consistent with results from other studies [6,16].

We have no quantitative information about the increase of membrane cholesterol content,

but this phenom enon may be directly attributed to transfer of cholesterol into the endothelial

celIs membrane by interchange of free cholesterol molecules of medium culture. Cholesterol is

known to modify the membrane properties by reducing fatty acyl chain motion in the

phospholipid membrane and consequently the membrane core is rigidifi ed more than the upper

region. The diffu siveness of oxygen was thought to vary to membrane fluidit y.

Using erythrocyte membrane, we have previously shown that determining oxygen

diffusion did not confirm the predictions based on membrane fluidit y [7]. In this study, on

cultured endothelial cclI monolayer, the results revealed that the changes in oxygen permeabilit y

were associated with a close relationship between the added cholesterol amount and the medium

culture membrane microviscosity. It is worth noting that variations of resistance of oxygene

diffusive passage are wider when the fluorescent probe (PDA) is in the proximity of cholesterol,

as reflected by the DPH anisotropy values. The mechanism(s) by which rigidification may

induce decreasing oxygen diffusion was not elucidated by this study. Only the changes in PBA

end PDA accessibility to oxygen were compared inside the celI bilayer, and nothin g proves that

oxygen diffu sion is greater across the endothelial celIs than endothelial cell-to-cell junctions

(interendothelial gaps).

In conclusion, our data clearly show that very low cholesterol concentration decreases the

oxygen permeabilit y of endothelial cells monolayer. The diffusion barrier imposed by the

rigidified membrane is large and could affect molecular oxygen transfer to underlying tissues.
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111.6) Discussion générale

L' hypoxi e tissulaire est une conséquence commune à de nombreuses pathologies cardio

vasculaires dites ischémi antes, mai s son origine reste très variée. D'une façon générale et

simplifiée, une perturbation de la distribu tion de l'oxygène aux tissus s'accompagne de plusieurs

types d'hypoxie :

a) Hypoxie hyp ox émique : lorsque le contenu en oxygène de l'hémo globine fonctionnelle ne

suffi t pas au maintien du gradient nécessaire entre le sang et les tissus. Cette hypoxémie artérielle

n ' implique pas forcément une hypo xie tissulaire.

b) Hypoxie anémique : elle représente un défaut d'oxygénation lié à une diminution de la

capacité de transport de l'oxygène par le sang, soit par une diminution du taux de l'hémoglobine

(anémie) soit à cause d 'une diminution de la capac ité de transport par l'hémoglobine

(méthémoglobine, into xication par l'oxyde de carbone, etc.). Dans ce cas , le clinicien doit savoir

étab lir la différence entre la pression partielle et le contenu en oxygène du sang artériel. En

général, l' hypoxie anémique s'accompagne rarement d'une hypoxémie.

c) Hypoxie d 'origine circulatoire : la circulat ion cap illaire peut s'avérer incapable de satisfaire

les besoin s en oxygène des cellules, soit par une stase capilla ire (stase sanguine), c'est à dire

lorsque le sys tème circulatoire est totalement ou partiellement obstrué (athérosclérose,

thrombo se, caillots...) au niveau de ses ramifications successives (artères, artérioles,

capillaires ...). Ces phénomènes touchent directement le transport global des érythrocytes qui

dépend également de l'hématocrite et des propriétés rhéologiques macro - (viscosité) et

microscopiques (déformabi lité, agrégation, rés istance à l'hémolyse) du sang.

d) Hypoxie histologique : la cellule n'utilise pas l'oxygène de manière optimale et une

hypoxémie lui est rare ment associée.

Enfin, un aspect lié à une résistance (barrière) aux phénomènes passifs de diffusion

convection qui rég issent les échanges gazeux entre le sang et les tissus environnants, et qui a fait

l' objet de ces études .
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Comme nous l'avons vu dans la partie IlL l , le transfert alvéolo-capillaire et la cinétique

de fixatio n de l'oxygène à l'hémoglobine (dans les capillaires pulmonaires) ne constituent pas des

facteurs limitants à une oxygénation optimale du sang. A l'autre bout du système circulatoire,

c'est-à-dire dans les capillaires, la cinétique de libération de l'oxygène et les phénomènes de

diffusion-co nvect ion de l'oxygène du plasma vers les tissus peuvent être à l'origine de graves

états hypoxiques.

Pour diagnostiquer un état d'hypoxie tissulaire, un examen clinique permet d' évaluer le

débit cardiaqu e ainsi que la perfusion capillaire, mais aucun examen ne peut déterminer les

causes respo nsables des troubles de l' oxygé nation tissulaire. Ainsi le degré et l' étendue d' une

hypoxie tissulaire ne peuvent être caractérisés par une valeur mesurée du phénomène de diffusion

de l'oxygène, car les cliniciens ne disposent d' aucun outil permettant d'effectuer ce type

d' investigatio n.

Les seules informations quantitatives disponibl es in vivo portent sur la valeur mesurée de

la pression partielle artérielle en oxygène (P0 2) mais celle-ci ne renseigne aucunement sur le

degré d'oxygénation tissulaire. Seules quelques méthodes indirectes ont été développées sur la

base de la détection des produits libérés par les dégâts causés par l' hypoxie sur le système

vasculaire. Il apparaît clairement que les données apportées par des méthodes indirectes de

quantificat ion des signes extér ieurs d' hypoxie n'apportent pas d'information sur le phénomène de

diffusion de l'oxygène.

En étroi te liaison avec le phénomène de convection, le phénomène de diffusion de type

pass if (gradients) est à l' origine des différents échanges gazeux qui alimentent l'o rganisme en

oxygè ne. Celui-ci est régit par les différents gradients rencontrés de part et d'autre des

membranes biologiques. Des barrières (ou résistances) à cette diffusion passive sont susceptibles

d' être à l'origine de graves dysfonctionnements qui restreignent en partie ou annulent

l' approvisionnement en oxygène des différents organes, tissus et cellules qui le consomment. Ces

résistances restent à identifier, et seraient localisées au sein des divers compartiments traversés

par l'oxygène, c'est-à-dire les membranes biologiques constitutives des cellules (érythrocytes),

des vaisseaux sanguins (cellules endothéliales) et la composante liquide du sang (plasma) dans

laquelle sont véhiculées les cellules circulantes.
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A ce jour , peu d 'étud es ont portées sur la localisation et l' amplitude des résistances à la

diffus ion passive de l' oxygène en fonction de leurs caractéristiques physico-chimiques

(élasticité, plasticité, déformabilité...). Nous nous sommes fixés comme objectif de préciser

l' influence des différents compartiments biologiques sur le phéno mène de diffusion de

l' oxygène.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé chaque mili eu biologique rencontré par

ses propriétés rhéologiques, à différents niveaux d 'investigations. La viscosité plasmatique

représente un paramètre rhéolo gique d'ordre macroscopique qui varie selon la composition

biochimique des plasmas. Au niveau microscopique, deux paramètres ont été mesurés dans ce

travail : 1) la dé fo r m abil ité érythrocytaire qui représe nte la propriété élonga tionne lle des

hématies soumises à un champ de cisa illement et 2) la fragilit é osmotique qui reflète la

rés istance à l'hémolyse hypotoniqu e lente. Ceux-c i nous ont permis de préciser le degré de

rigidification de la me mbrane auss i bien par le cho lestérol que par le glutaraldéhyde. Enfin, à

l'échelle moléculaire, des expériences de po larisat ion de fluorescence (mesures des anisotrop ies

de fluorescence) nous ont permis de caractériser les érythrocytes et les cellules endothéliales par

leur fluidité membranaire apparente.

D'une façon générale, nos résultats sur la membrane érythrocytaire ont montré que

l'incorporation de chol estérol entraîne des variations importantes des param ètres rhéologiques

microscopiques (déformabilité et fragilité osmotique) et s' accompagne égaleme nt d'une baisse

de la fluidité membranaire apparente. Cette modul ation de la réponse en fonction du degré de

rigidi fication membranaire renseigne sur la va lidité de ce mod èle d' étude qui répond de manière

satisfa isante lorsqu'il est sollicité dans des conditions extrêmes (rapport cholestérol/proté ine: de

0,18 à 0,83).

Le mêm e type d' expériences portant sur la rigidification membranaire d 'une monocouche

de cellules endothéliales humaines en culture (par incubation dans des mi lieux plus ou moi ns

riches en cholestérol) a donné des résultats similaires.

Enfin, nous avons utili sé des plasmas de patients présentant une macroglobuliném ie (de

Waldes trôm ou de Kahler) pour appréc ier l'influence du taux en immunoglobulines sur la

viscosité plasmatique. Cette étude nou s a permi s de disposer d 'un mod èle liquide dont les

propriétés rhéologiques macroscopiques étaient figées.

Nous dispo son s ainsi de trois modèles biologiques in vitro (memb rane érythrocytaire,

mono cou che de cellules endothéliales et plasma sanguin) aux caractéristiques physico-chimiques
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définies. Leurs compositions sont variables (taux de cholestéro l ou glutaraldéhyde, taux

d'immunoglobulines) selon le type d'étude envisagé et affectent de manière importante les

propr iétés rhéologiques à différents niveaux (macrosc opique, microscopique et moléculaire),

c'est-à-dire une des composan tes de la résistance à la diffusion passive de l' oxygène.

Dans un second temps, nous avons mis en œuvre une technique basée sur l'inhibition de

fluorescence (capteur optique) pour apprécier le phénomène de diffusion de l'oxygène au sein des

milieux biologiques. Les deux paramè tres principaux, l'intensité de fluorescence (F) et la durée

de vie des états excités précurseurs de la fluorescence Cc), ont été mesurés à l'aide de différentes

configurations matérielles (spectrofluorimètres, microscope à fluorescence) avec plusieurs

méthodes (fluorimétrie de phase, comptage monophotonique, système de type Boxcar) . Après la

validation de ces différentes approches méthodolo giques entre elles, de nombreux paramètres ont

été testés, principalement pour la microscopie résolue dans le temps. Sur le plan théorique, nous

avons vérifié que le processus d'inhibition de fluorescence du monom ère de l'acide pyrène

butyrique (PBA) et de l'acide pyrène dodécanoïque (PDA) est de type purement collisionnel

(absence d'inhibition de type statique). Le calcul du coefficient de diffusion de l'oxygène est

entaché d'erreurs liées aux éventuelles variations de la solubilité de l'oxygène dans les différentes

phases que comporte une membrane biologique. Cependant, la fréquence de collision

(access ibilité de la sonde à l'oxygène) c'est-à-dire les constantes d'inhibition statiques (Ksv) ou

dynamiques (Kd) permet d'interpréter le phénomène de diffusion de l'oxygène.

Dans un troisième temps et f011s de ces outils, nous avons appliqué ces techniques à

l'étude des relations entre les paramètres rhéologiques décrits précédemment et le phénomène

d'inh ibition de fluorescence (par l'oxygène) de sondes localisées dans les milieux biologiques

(dérivés pyréniques) ou dans des supports de culture (dérivé du ruthénium).

Comme nous l'avons déjà évoqué, il est attendu que la diminution de la fluidité

membranaire (ou la présence d'obstacles) s'accompagne d'une diminution de la diffusion de

l'oxygène. Nous avons tenté de vérifier cette relation in vitro sur chaque compartiment

biologique access ible.

SUSPENSION D'ER YTHROCYTES: Nous avons retrouvé cette relation liant les propri étés

rhéologiques (mesure de la fluidité par la formation d'excimères du pyrène) et la cinétique de

diffusion de l'oxygène pour des érythrocytes rigidifi ées à l'aide d'un fixateur chimique, le
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glutaraldéhyde. Cependant, nous avons montré que la présence des molécules d'hémo globine

constitue une voie secondaire d'inhibiti on de la fluorescence des dérivés pyréniques, et

constituait un facteur d'erreur non négligeable.

MEMBRANE ERYTHROCYTAIRE : Un modèle inspiré des conditions biologiques a été

élaboré, en vue de suivre les effets de l'incorporation de cholestérol sur les propri étés

rhéologiques microscopiques des érythrocytes (déformabilit é et fragilité osmotique). Afin de

nous affranchir de l'influence de l'hémoglobine sur le signal de fluorescence, nous avons

optimisé un protocole de préparation des membranes d'érythrocyte dépourvues de ce pigment. La

relation précédente (rigidifi cation et diffusion de l'oxygène) n'ayant pas été retrouvé avec des

membranes d'érythrocyte enrichies en cholestérol, d' autres explications furent avancées. Celles

ci concernent un phénomène de ségrégation des molécules de phospholipides dans des régions

membranaires restreintes, dans lesquelles la solubilité de l'o xygène serait augmentée. Dans ce

dernier cas, l'incorporation de cholestérol augmente la diffusion de l'oxygène dans la part ie

centrale de la membrane et ceci malgré une rigidification membranaire importante (vérifiée par

des mesures de polarisation de fluorescence avec les sondes DPH et 12-AS). Cette constatation

n'est pas une donnée isolée dans la littérature et d'autres équipes ont décrit des résultats similaires

mont rant une augmentation de la diffusion de l'oxygène dans la partie centrale de la membrane

d'érythrocyte. Par ailleurs, ces résultats concordent avec des mesures effectuées en RPE sur le

transport de l'oxygène dans une membrane artificielle enrichie en cholestérol.

A ce stade, nous disposons donc d'un modèle fiable et facile à produire (hémolyse rapide

et centrifugation) qui nous a permis d'analyser le phénomène de diffusion de l'oxygène à

différentes profondeurs dans la membrane érythrocyta ire (par rapport à la surface).

PLASMA : Le plasma représente la composante liquide du sang, et véhicule les érythrocytes

jusqu'au plus profond de l'organisme. Une hyperviscosité sanguine, liée entre autres à une

agrégation érythrocytaire, peut être à l'origine d'ischémies locales. Une hyperviscosité

plasmatique liée à un taux anormalement élevé d'immunoglobulines serait à l'origine d'une

résistance au phénomène de diffusion-convection de l'oxygène et contribuerait au phénomène

d'hypoxie tissulaire. Dans cette étude, nous avons montré qu'une augmentation de la viscosité de

plasmas pathologiques (Waldestrôm ou Kahler) affecte le phénomène de diffusion de l'oxygène

de manière importante. En reproduisant ces expériences sur des plasmas de viscosités différentes

mais comprises dans une fourchette qui reste à définir (gammaglobinopathies diverses), il

apparaît envisageable d' établir une droite étalon reliant la constante Ksv à l'i nverse de la
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viscos ité plasmatiqu e. Cette approche permettra it de prendre en compte le facteur macroscopique

(viscos ité sanguine) dans un modèle diffusionnel de l' oxygène des éry throcytes aux tissus.

CELLULES END OTHELIALES : Pour reproduire le processus de transfert de l'oxygène à

travers la paroi vasculaire (vers les tiss us sous-jacents), des cellules endothéliales humaines

imm ortali sées furent mises en culture. Les cellules endothéliales se présentent sous la forme

d'une monocou che tapissant l'intérieur des paroi s vasc ulaires. La con stitution de la paroi

vasculaire montre d ' autres compartiments (membrane basale, sous-endothéli um, adventice...)

dont l'influence sur le phénomène de diffusion de l'oxygène serait à prend re en considération.

Cepe ndant, nous avo ns foca lisé nos recherches sur la monocouche de cellules endothéliales car

celle-ci représente, dans le cas particulier des capillaires, plus qu'aucun autre compartiment en

épaisseur.

Une approche méthodologique différente uti lisant la microscopie à fluorescence a été mis

en oeuvre pour palli er le problème de la mise en suspension des cellules endothéliales, condition

cellulaire non physiolog ique. Cette mét hodo logie utilisant soit une caméra CCD soit un

photomultip licateur a permis de déterminer des intensités et des durées de vie de fluorescence

tout en préservant la monocouche cellulaire (aucune digestion enzymatique par la trypsine). En

collaboration avec le GRAPP-DCPR, nous avons utilisé un système de type Boxcar qui associe

la réso lution microscopique à la réso lutio n temporelle de la fluorescence. Une chambre d'analyse

en atmos phère contrôlée a éga lement fait l' objet d' un développement au sein de notre

laboratoire.

Celle-ci a permis d 'entreprendre de nombreuses études préliminaires sur la diffusion de

l 'oxygène à l' aid e de dérivés pyréniques (PBA, PDA, PDA10' PDA IO-Chol) incorporés dans une

monocouche de cellules endothéliales (objectif, bag ue de correction, mise au point, nombre de

cellules, état de confluence, temp s d' exposition). Le comportement du déclin de fluorescence de

certaines sondes (PDA , PDA IO) dans les milieux hétérogènes se tradu isait par une déviation à la

linéarité de la représentation dite « de Stern-Volmer » (décl in pluri-exponentiel). Il nous a

semblé plu s opportun de ne considére r que des déclins mono-exponenti els afin d'optimi ser le

traitement de ces derniers, c 'est-à-dire d' utiliser une sonde dans un milieu homogène. Les

dérivés pyréniques pré sentant un caractère hydrophobe très marqué (faible solubi lité dans l' eau),

le choix d'un autre fluorophore s' imposa it. Nous avons retenu la combinaison d'un gel de

gélatine (recouvert d' un film de PLGA) et d' un dér ivé du ruthén ium, le Ru(phen).
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A l'aide du système de type Boxcar en « configuration microscopie », de la chambre

d' anal yse et d'un gel de gélatine contenant le Ru(phen) , diverses expériences furent menées. Les

valeurs des durées de vie obtenues avec ce système ont été confrontées à celles obtenues avec

d' autres méthodes de déterminations (comptage monophotonique et modul ation de phase). Ceci

ne constitue pas véritablement une validation de ce système de microscopi e à fluore scence

résolue dans le temps, mais les valeurs sont similaires et du même ordre de grandeur.

L'utilisation du sytème de type Boxcar sur un microscope ne s'en trouv e par conséquent pas

perturbé, malgré le trajet optique différent (lentilles, miroirs) qui n'affecte pas le déclin de la

nuorescence.

De nombreuses expériences ont suivi afin de préciser le temps de réponse du système, la

concentration en Ru(phen) dans le gel, et l'incidence du film de PLGA sur la diffusion de

l'o xygène. Nous avon s ensuite abordé l'influence d'une monocouche de cellules endothéliales

sur la diffusion de l'oxygène. Dans cette configuration matérielle, l'oxygène doit trav erser la

monocouche de cellules, le film de PLGA et le gel avant que l' équilibre soit atte int et que la

réponse soit stable. Les résultats font état d'une diminution importante des constantes Kd, ce qui

signifie une résistance au phénom ène de diffusion de l'oxygène. Cependant, la présence au

dessus-de la monocouche d'une suspension de plasma fait brutalement chuter l'inhibition de

fluorescence par l'oxygène.

Comme nous l'avions montré précédemment, la viscosité plasmatique constitue un

facteur d'importance sur la diffusibilité de l'oxygène. Il paraît dès lors envisageable d'aborder

ces expériences d'inhibition de fluorescence à l'aide de suspensions de plasmas de différentes

viscosit és, lesquels seraient déposés sur une mono couche de cellules endothéliales cultivées sur

un gel enrichi en Ru(phen). Les résult ats permettraient ainsi de "compiler" les résistances à la

diffusion passive de l'o xygène, et de se rapprocher des conditions physiologiques. Il en ressort

que l' établissement d'une courb e représentant la constante Kd en fonction de l'inverse de la

viscosité plasmatique serait d 'un réel intérêt. En fait, cette relation permettrait d 'accéder

directement à des informations sur l'oxygénation tissulaire à partir des seules valeurs de la

viscosité plasmatique mesurée.

Cette approche n' est cependant valide que si la résistance présentée par la monocouche

de cellules endothéliales est une constante, ce qui n'est vraisemblablement pas le cas dans

l'organisme.

Pour tenter d'y répondre et inclure certains facteurs d'ajustement à ces modèles, nous

avons abordé l'effet de la rigidification membranaire de la monocouche de CE sur la diffusion de

l'oxygène.
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Nos expériences ont perrms de montrer qu'une incubation de cette monocouche en

présence de faibles concentrations en cholestérol dans le milieu de culture (3,42 ; 6,84 et 17,11

uM) s'accompagnait d'une rigidification, c'est-à-dire d'une diminution de la fluidité membranai re

mesurée (OPH et TMA- OPH). Il est à noter que les concentrations de cholestérol utilisées dans

cette étude sont très inférieures à la concentration physiologique dans le plasma (5 mM). La

diffusion de l'oxygène en fonction de la micro-fluidité membranaire est alors suivie au niveau de

deux fluorophores (PBA et POA). Nous avons réalisé des clichés des intensités de fluorescence

(niveaux de gris) dans une chambre d'analyse à l'aide d'une caméra CCO refroid ie. L'évolution

des constantes d'inh ibition des intensités de fluorescence (Ksv) montre une diminution de la

diffusion de l'oxygène aussi bien dans la région superfic ielle que dans la région profonde de la

membrane. Ces résultats illustrent l'influence du cholestérol sur les propriétés rhéologiques

moléculaires et les conséquences de cette rigidification sur la diffusion de l'oxygène à travers la

paroi vasculaire, en particulier au niveau de la monocouche endothéliale. A ce niveau, nous

avons mis en évidence que le transport de l'oxygène aux tissus pouvait être affecté de manière

importante en présence de faibles concentrations en cholestérol.

En l'état actuel de nos résultats, plusieurs approches simples permettent de décrire le

phénomène d'inhibition de la fluorescence par l'oxygène dans chaque cas (membrane

érythrocyta ire, plasma, monocouche de CE). Pour globaliser cette approche et construire un

modèle fidèle aux conditions physiologiques, seule la résolution temporelle de la fluorescence

devra être mise en oeuvre afin d'homo généiser les approches et les précisions instrumentales.

Cela n'a pas été poss ible dans ce mémoire et la chronologie des résultats présentés ne correspond

pas à la chronologie des études réalisées. Une fois les optimisations réalisées, les performances

de ce banc optique (microscopie à fluorescence résolue dans le temps) permettront de réaliser de

multiples études.
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Au cours des diverses études réalisées, nous avons conservé comme objectif premier la

modélisation du phénomène de diffu sion de l'oxygène. Les compartiments biolo giqu es

susceptibles de présenter une résistance à la diffusion passive de l'oxygène seraient à l'origine

d'une hypoxie tissulaire. Nous en avons étudié tro is : la membrane érythrocytaire, le plasma et la

monocouche de cellules endothéliales (qui représente la paroi du capillaire). Quelques facteurs

correctifs majeurs (concentration en cholestérol, concentration en immunoglobulines) et qui

affec tent directement les propriétés rhéo logiques macroscopiques (viscos ité plasmatique),

microscopiques (déformab ilité érythrocytaire, frag ilité osmotique) et moléculaire (fluidité

membranaire) ont été précisés. D' autres facteurs d 'importance restent à aborder (agrégation

érythrocy taire, constitution exacte de la paroi vasc ulaire, hémodynamique). Aux termes de ces

différents travaux, un outi l prédictif de l' état d ' oxygénation tissulaire pourrait apporter aux

cliniciens une aide au diagnostic «d ' hypoxie tissulaire». Ils ne disposent actuellement que de la

mesure de la pression partielle artérielle en oxygène.

Au niveau instrumental, une étape importante a été franchie avec l'utilisation d' un

microscope à fluorescence résolue dans le temp s. Elle fait d' ailleurs l'objet d'un transfert

industriel car à ce jour, aucune configuration identique est disponible sur le marché. Cette

approche temporelle a permis de s'affranchir de nombreux probl èmes rencontrés lors du recueil

des intensités de fluorescence et constitue, à terme, un important potentiel d ' applications

biologiques.

Le développement d'une telle technique d'investigation en microscopie résolue dans le

temps appo rte des améliorat ions impo rtantes en terme de détermination des durées de vie des

états exc ités précurseurs de la fluorescence dans les milieux biolo giques. Ces mesures peuvent

être mises à profit dans le cadre d'études pharmacologiqu es par exemple l'incidence d'une drogue

sur la perméabilité à l'oxygène de l'endothélium.

Enfin, quelques études complémentaires apporteront sur ce travail un nouvel éclairage.

Elles porteraient sur l'influence de l'hémodynamique (influence des forces de cisaillement), la

product ion de radicaux libres oxygénés sur l'intégrité de l'endothélium (péroxydation

membranaire) et l'expression de molécules d'adhésion mises en cause dans les réact ions

immunologiques et inflammatoires.
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ANNEXES

ANNEXEl :LAFLUORESCENCE

A1.1) Généralités

Le schéma 7 représente un diagramme très simplifié des différents niveaux d' énergie d 'une
mo lécule et décrit les principes des différents phénomènes liés à la photoluminescence.
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Niv eau d'énergie

s2

Absorption _ Fluorescence

_ Phosphorence

Inhibition (In) ou transfert d'énergie (TE)
Couplage intersystème (Cis) ou conversion interne (Ci)

So éta t fondamental
S 1 et S2 états singule ts excités
T 1 état triplet excité

Schéma 7 : Diagramme simplifié des différents niveaux d'énergie d'une molécule.

Dans les conditions normales, le niveau d'énergie électronique d' une mo lécule a une
valeur minimale (nivea u fondamenta l So)' Lorsqu' une quantité appropriée d'énergie lumineuse
est fourni e à une mol écule (absorption), cette mol écule peut pass er de l' état stable So à un état
exc ité supérieur SI ou S2 (états excités singulets), par transfert d'un élect ron d'une orbitale
occupée à une orbitale inoccupée.

L'énergie est fonction de la fréquence de la radiation exc itatrice et don c de sa longueur d'onde :

i1E = hv = he rA

h : constante de Planck (6,6.10'34j/s)
v : fréq uence de la radiation excitatrice
c : cé lérité de la lumière sous vide
À : longueur d 'onde de la radi ation exc itatrice
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L'absorption de la radiation par cette méthode obéit don c à la relation suivante:

El : niveau d 'énergie initi al de la mol écule
E2 : niveau d' énergie final de la molécule et E2 > El'

Après un certain temps, la mol écule à l' état exc ité peut retrouver son état d ' énergie initial.
Ce retour peut se produire suiva nt différentes voies, il peut se produire soit directement, soit par
étapes successives avec passage pendant un certain intervalle de temps à des niv eau x d' énergie
intermédi aires.

Grâce à une désactivation vibrationnelle par conversion intern e, on aboutit à la populat ion
de l'état SI' généralement au plu s bas niveau de vibra tion de l' état singulet exc ité.

A partir de SI' la molécule peut être désactivée et revenir à l' état fondamenta l par divers
processus:

* Trans ition radiative: restitution d' énergie lumineuse par le phénomène de fluorescence.

* Trans ition non radiative : rest itution d ' énergie sous forme de chaleur par collision.

* Croiseme nt intersystèmes par passage à l' état tripl et , ce qui donne lieu à la
phosphorescence après retour à l' état fond amental par tran sition radiative. Ainsi, la fluorescence
est auss i en compétition avec le passage intersystèmes : état singulet SI -+ état triplet TI'
l' émi ssion de lumière qui acco mpagne le passage TI -+ So (phosphorescence).

D 'une mani ère globale, le phénomène de fluo rescence peut être résumé comme un
processus de relaxation radiative des mol écules excitées entre états de même multiplicité.

A1.2) Fluorimétrie résolue dans le temps : mesure des durées de vie de
fluorescence à l'état excité

Deux méthodes sont utilisées pour la détermination des durées de vie, soit dan s le
domain e des fréquenc es soit dans le domaine temporel. Les besoins matériels sont alo rs
totalement différents et leurs limitations conditionnent les applications.

al FLUORIMETRIE DE PHASE

La substance fluorescente est excitée par une source lumineuse modulée sinusoïdalement
en amplitude (Cranney et al, 1983. Alcala et al, 1987).

En raison du caractère fini de la durée de vie, l' émi ssion est retardée dans le temps par
rapport à l ' excitation modulée et ce retard de phase est proport ionne l à la durée de vie du
fluorophore. La réponse de l'échantillon se traduit également par une démodulation de l' émission
par un facte ur m, l'amplitude de BIA caractérisant l' émi ssion étant plus faibl e que l'amplitude
bla, représentant l' excitation.

m = (BIA) 1(b/a)
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Le déphasage ~ et le fact eur de démodulation sont utilisés pour les déterminations du
décl in de la fluorescence . La plupart des substances émiss ives présentant plu sieurs durées de vie,
il est nécessaire de mesurer le déphasage et le facte ur de démodul ation sur une gamme de
fréquence de modulation la plu s large possibl e, la fréquence centra le étant pro che de l'inverse de
la durée de vie moyenne de l' émi ssion. La forme de la réponse en fonction de la fréquence est
déterminée par le nombre de durées de vie présentes dans l' échantillon. Il est possibl e
d'interp réter les valeurs de déphasage et de démodulation en termes de durées de vie app arentes.

Dans le cas de multiples durées de vie, l'objectif est de déceler ces durées de vie à parti r
de la réponse en fréquence expérimentalement déterminée. Ceci est effectué par aj ustement avec
la méthode non linéaire des mo indres carrés des valeurs de phase et de démodul ation avec
différents modèles proposés.

b) BOXCAR

Il s' ag it d 'un Boxcar EG & G PARC modèle 4 100 en parti e piloté par ordinateur avec
une acq uisition informatisée. Ce matériel , acquis par le DCPR-GRAPP (ENS IC, NAN CY, F.
Baros, M-L.Viriot) dans le cadre de la thèse de J.F. Gouin (1996) nou s a été aimableme nt confié
pour réaliser ces travaux. Ce Boxcar est composé de quatre éléments, désignés sous leur numéro
de modèle:

- Deux « Bo xcar averager » 4121B qui sont les fenêtres d 'observation A et B. Un signa l de
déclenchement du 4 144 commande l' ouverture de cette fenêtre (fenêtre A uniquement dans notre
cas) qui permet l'intégration par le photomultiplicateur du signal pend ant un temps défini.

- Un générateur de retard digital 4144 : l' ouverture des fenêtres d ' observation doit être
comma ndée avec un certain retard par rapport au signal de déclenchement de l' expérience (éclair
laser). Le générateur de retard ass ure ce rôle en délivrant deux signaux décalés par rapp ort au
signal de déclenchement de l' expérience. Les retards qui correspondent à la pos ition des fenêtres
de mesure sont var iables.

- Un 4 161A qui permet la conversion analogi que/numéri que amsi que l'affichage du signal
mesuré par la fenêtre A.

- Une carte GPIBIIA National Instruments ass ure la liaison avec un ordinateur de type
compatible PC . Les intensités de fluorescenc e mesurées avec ce système sont exprimés en Volts.
Ce la correspond à la valeur du signal donné par le PM qui est proportionne lle à l' intensité
lumineuse.

On mesure dir ectem ent l'intensité lumineus e émise par l' ensemble des molécul es excitées
entre t et t + ~t après l'instant d ' émi ssion de l' éclair laser. Une « fenêtre » de mesure de largeur
~t est ouverte (fenêtre de temps) et la lumi ère est intégrée entre t et t + ~t par un détecteur
(pho tomultiplicateur).

L' instant d'émission de l' éclair laser sert de référence pour détermin er l'instant t où est
positi onnée la fenêt re. Le déclin est reco nstitué en faisant défiler la fenêtre de mes ure (At). Pour
chaque éclair laser, le délai t entre l' excitation et la mesure est incrémenté de ~t, ce qui revient à
app liquer une fenêtre déroul ante.
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Le rapport signal sur bruit peut être notablement amélioré en faisant pour chaque instant
de mesure la moyenne des intensités mesurées sur Nmay excitations. La position de la fenêtre est
alors incré mentée tous les Nma)' coups.

cl COMPTAGE MONOPHOTONIQUE PAR EXCITATION PULSEE.

Le déclin de fluorescence, c'est-à-dire la distribution des intensités de fluorescence en
fonction du temps , est obtenu par la distribu tion des probabilit és d ' émission d'un seul photon,
suite à une excitation. Après une excitation infiniment brève (pulsée), l'intensité de fluorescence
varie exponentiellement en fonction du temps selon :

let), intensité lumin euse, émise à l'instant t, est propo rtionn elle au nombre de photons émis à cet
instant t pour l' ensemble des molécules excitées . En pratiqu e, on mesure le nombre de photons
émis entre t et t + .M . A tout instant t,l 'hi stogramme des probabilités d' émission d'un seul
photon entre t et t + ~t donnera une image du déclin de fluorescence. Un appare il spécialisé
couplé à un photomultiplicateur rapide permet de déterminer l'instant d' émission du « premier
photon » à partir de l'i nstant de production de l' éclair laser. Un analyseur multicanaux compte le
nombre de « premiers photons» pour tout intervalle de temps, gradué en canaux. En répétant les
expé riences, on établit alors la probabili té d'émission d'un seul photon pour tout intervalle de
temps. Un traitement informatique des donn ées permet d' effectuer des régress ions exponentielles
pouvant aller jusqu ' à une somme de trois exponentielles. Ces modèles sont obtenus par
reconvo lution avec l' éclair laser et intégrent l' effet laser sur le déclin. Les mesures sont très
préc ises et portent sur des décl ins très rapides « 1ns).

Les courbes de déclin de fluorescence de molécules de courtes durées de vie,
électroniquement excitées par des impul sions lumin euses, sont déformées par la réponse
temporelle de l'appareillage électronique, la durée de l'éclair (environ 8 ps) étant ici négligeable.
Ainsi, on observe la conjugaison de cette dernière, appelée éclair (ou "flash"), et du déclin de
fluorescence de l'espèce en solution. C'est la relation de convolution suivante qui représente
l'évolution temporelle du système réactif :

t
fexp(t) = Ec(t) ® fth(t) = JEc(t-'t) fth(t) dr

o
avec:
fexp(t) = courbe du déclin observé,

Ec(t) = fonction de l'appareil (flash) et réponse de l'électronique,
fth(t) = réponse du système fluorescent.

En effectuant une transformation de FOURIER (TF) de l'équation ci-dessus, on obtient:

TF( fexp(t) ) = TF( E c(t) ) . TF( fth(t))

d'où TF(fth(t» , et par transformée inverse, l'expression de fth(t). Mais pour effectuer un tel

calcul, il faudrait connaître, à tout temps t, les fonctions Ec(t) et fexp(t). Or expérimentalement la

valeur obt enue dans un canal est en fait la valeur intégrée sur l'ensemble de ce canal. De plus des
erreurs de troncature apparaissent, du fait que l'enregistrement est non périodique et limité dans
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le temps. L'exploit ation de cette techniqu e, mathématiquement n goureuse, sur des données
expérimentales s'avère ainsi très délicate.

Une autre technique plus sure est celle de la reconvolution qui prend en compte la nature
discrétisée des signaux. Dans cette technique, on considère une fonction hypoth étiqu e fth(t) sous

une forme analytique choisie a priori et possédant plusieurs paramètres. On calcule alors le
produit de convolution précédent pour une valeur de départ des param ètres, que l'on compare au
signal observé. On ajuste ensuite progressivement les paramètres par une méthode d'optimisation
comme nous allon s le décrire dans le cas d'un signal de type monoexpon entiel.

La fonction fth(t) choisie est alors de la forme:

avec:
c l = coefficient pré-exponentiel,

t = temps,
T = durée de vie de la molécule fluorescente.

L'optimisation se fait par la recherche de T par la méthode du nombre d'or alors que c l est

calcu lé analytiquement. La fonction optimisée est le X2, prenant une valeur voisine de 1 quand
l'optimum est atte int et qui est définie de la façon suivante :

avec :
U1(i) = valeur de la fluorescence calculée par convolution pour le canal i,

H(i) = valeur de la fluorescence expérimentale au canal i,
Np = nombre de canaux,

a} = dév iation standard, égale à 1 si H(i) = 0 et à H(i) pour les autres valeurs .

C l est calculé en résolvant l'équation d; t
2

= 0

Pour tenir compte de la discrétisation du signal, différentes méthodes numériques sont
décrites [BOUCH Y, 1982].

Dans le cas d'un signal de type biexponentiel, le principe de la méthode est le même et
condu it à la détermination des paramètres Ti, T2, Ci, C2 de la fonction:

fth(t) = C l expf-t./r j ) + C2 exp(-t h2)

A1.3 ) Polarisation de fluorescence

Lorsqu' une population de molécules fluorescentes est éclairée par un faisceau de lumière
incide nte polarisée vert icalement (faisceau trave rsant un polariseur) et de longueur d'onde
appropriée, seules les molécules correctement orientées sont excitées. Si ces molécules excitées
peuvent tourner rapidement et indépendamment les unes des autres sur elles-mêmes, elles
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prennent des orientations quelconques au cours de leur désexcitation , et la lumière émise n 'a pas
de plan de vibration privilégié, elle n' est pas polari sée. Au contraire, si les molécules excitées
sont soumises à une certaine contrainte stéréochimique, elles tourn ent plus lentement sur elles
mêmes, la lumière émise par fluorescence est alors partiellement polari sée. Le degré de
polarisation de fluorescence, exprimé par l' anisotropie de fluorescence «r» peut être calculé et
permet d' apprécier le degré de fluidit é d'une membrane par exemple.

En fonction de la cohésion du milieu, la sonde sera plus ou moins mobil e entraînant une
dépolarisation plus ou moins importante de la lumière. Cette dépolarisation est en relation avec
l' amplitude des mouvements de la sonde et sera d' autant plus importante que la probabilité du
mouv ement est élevée . L'analyse des composantes de l'intensité de fluorescence émise (à 90° de
l' excitation) , polarisée respectivement parallèlement (III) et perpendiculairement (I.J à la
direction de polarisation de la lumière excitatrice, permet de déterminer un paramètre variant de
manière inverse à la fluidit é : l' anisotropi e de fluorescence émise <r>.

L'anisotropie <1'> de la fluorescence émise est déterminée de la façon suivante:

avec III,I.L : intensités de fluorescence de l' échantillon marqué.

La turbidité des échantillons provoque une diffusion parasite de la lumière qui est à
l' origine d' une erreur systématique. C'est pourquo i une mesure de III et de I.L est effectuée sur un
échantillon sans marqueur (blanc) avant chaque analyse de l' échantillon marqué. En tenant
compte du blanc :

IF = (lF// - IB// ) + 2 (lH - IB1-)
avec I13ff;I13.L: intensités mesurés avec le blanc

Le degré de polarisat ion moyen P est déterminé de la façon suivante :

P = 3 <r> / (2 + <r> ),

Ces paramètres peuvent être reliés en première approximation à la viscos ité donc à
l' organisation moléculaire du milieu selon l' équation de Perrin : 1/<r> = 1/<ro> . (1 + -rRTNr))

avec ro
r
R
T

11
V

anisotropie de polarisation en absence de tout mouv ement
durée de vie
constante des gaz parfaits
température absolue
viscosité du milieu
volume moléculaire

L'application de cette loi est limitée lors de l' étude de membranes biolo giques (Dale,
1987) pour les raisons suivantes :

• Molécules non sphériques
• Diffusion restreinte des sondes
• Membranes hétérogènes
• Inconstance des paramètres (constantes) de l' équation de Perrin.
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Le parmètre 't peut également varier en fonction de l'environnement de la sonde et la
mesure de la durée de vie se réalise dorénavant en parallèle avec la mesure de <r>.

Dans une solution fluide, les molécules excitées à l'aide d'une lumière polarisée ont le
temps de se réorienter après excitation, et une émission de fluorescence faiblement polarisée est
obtenue. Par contre, si la viscosité de la solution est élevée, la molécule excitée ne pourra plus se
réorienter totalement pendant sa durée de vie et l'on peut observer alors des anisotropies
particulièrement élevées.

Cependant, les sondes fluorescentes ne donnent d'informations que sur leur
environnement immédiat. En fonction des phénomènes que l'on veut appréhender, il est
important de choisir les marqueurs selon leur localisation dans la membrane. D'autres critères
devront également figurer dans le choix d'une sonde utilisée en polarisation de fluorescence.

Le choix des sondes fluorescentes doit tenir compte des caractéristiques spectrales et de
certains paramètres à maîtriser (André, 1983)

• Les propriétés spectroscopiques,
• Les interactions avec les constituants membranaires,
• Les perturbations éventuelles provoquées par l'introduction des sondes dans la

membrane,
• La localisation au sein de la membrane,
• Les interférences possibles avec les molécules exogènes,
• La stabilité des sondes.

Article b:

Interaction of a Phosphatidylcholine Derivative of 1,6-Diphenyl-l,3,5-hexatriene (DPH)
with Intact Living Cells : Steady-State Fluorescence Polarization and Phase Fluorometry
Studies. L Miccoli, C Szczepaniak, D Dumas, S Savonnière, S Muller, MC Carré and M
Donner. Journal of Fluorescence (1993) 3.,4, 251-255.
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Interaction of a Phosphatidylcholine Derivative of 1,6
Diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) with Intact Living CeIIs:
Steady-State Fluorescence Polarization and Phase
Fluorometry Studies

L. Miccoli,! c. Szczepaniak,' D. Dumas," S.' Savonnière,' S. :Muller ,! M. C. Carré;'
and 1\1. Donner!

Receivcd Octobcr 18, 1993

The potential interest of DPH·PC was checked with a macrophagic cellline (P388Dl). The upiake
of DPH·PC was associated with a rapid increase in both fluorescence iniensity and a slow decrease
in anisotropy values. A flow cytornetry comparative study with DPH revealed in boih cases the
existence of rwo cell subpopu lsticns with different labeling levels, The analysis of fluorescence
decay of DPH·PC showed I\\' O components. The fraciional iniensiry of the main component (9.7
ns) is higher than 92~c . The Lorentzian distribution of the main lifetime presents an important
homogeneiry. The observation ihat an increase in temperature induced a decrease in steady siate
anisotropy values but did not affect the lifetime suggests thal the anisotropy variations effectively
reflect modifications in the cohesion of probe micro-surroundings, A transrnernbrane diffusiona l
phenornenon of a fraction of fluorescent phcspholipids (20Sè) was suggesied by a study with a
nonperrneam membrane quencher. The transrnernbrane diffusion was confirmed by extraction of
the phospholipid analog with faity acid free BSA. The use of inhibitors of endogenous phospho
lipase A2 showed a progressive hydrolysis of the fluorescent phospholipid. Ncvenheless, the
hydrolysis can be neglected in the case of short terrn interactions with cells « 30 min). Therefore,
il can be assumee that DPH·PC can be used as a membrane probe.

KEY \YORDS: 1,6·Diphenyl·1,3,5·hexalriene (DPH); living cells; phosphatidylcholinc; phase fluorometry;
steady-sta:e fluorescence.

INTRODUCTION

DPH has been widely used as a fluorescent probe
for assessment of the dynamic properties of biological
membranes (10]. Unfortunately, in the case of intact
cells, labeling with DPH is associated with a progressive

1 Groupe de Rech erches sur les Interactions Moléculaires aux Inter
fa ce s.-I ~SERM·CO 10, Brabois, 54511 Vandoeuvre les !'ianc)',
France.

" Laboratoire d'H émorhéologie-H ématologie, Faculté de Médecine,
Brabois, 54500, Vandoeuvre les Nancy, France.
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incorporation through the plasma membrane into intra
cellular membranes [5].So thisprobe gives onlyaverage
information on the whole Iipid regions of the cells. In
the past years, fluorescent derivatives of phospholipids
have been proposed to be able to probe the plasma mem
brane. ln the present work, we were concerned mainly
with I-palmitoyl-2-diphenyl-l ,3,5,-hexatrienylpro
pionyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPH-PC),where a
DPH moiety replaces a hydrocarbon chain [6,8]. We
focused our study on this probe because phospholipids
are asymmetrically distribu ted over the rwo halves of the
membranes of most œ il types [3,9,1 2] and DPH-PC could
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probe one of the two leaflets of the plasma membrane.
Using a macrophagic cell line (P388Dl), we carried out
steady-state and dynarnic fluorescence measurements to
determine the behavior of DPH·PC molecules with re
gard to its distribution in a cell population, transverse
diffusion rate in plasma membrane [1,7,11], and mern
brane enzymatic metabolism [2,13].

MATERlALS A..'\D METHODS

Fluorescent Probes and Labeling. DPH·PC stock
solution (Lambda, Graz, Austria) in .1\~N' ·dimethylfor

mamide (DMF) and DPH (Aldrich, St Quentin Fallavier,
France) in tetrahydrofuran (THF) were stored at '-- 18
and 4°C respectively. For labeling, 1 III of probe solu
tion was added to 1 ml of cell suspension (3 x 106 cells/
ml) in a phosphate buffer (PBS; pH 7.2) and cells were
incubated for 30 min with DPH·PC and 20 min with
DPH. In quenching experiments , bixin-glucosamine
(BGA) synthesized in the laboratory was dissolved ct a
concentration of 3 m\f in THF and at a final concentra
tion of 15 fJ-Mand added to the labeled cell suspensions.

Study of Pliospholipid Translocation. Prior to la
beling, the cel!s were incubated with diisopropyl fluo
rophosphate (DFP) (5 m'f final concentration; 20 min)
or with N-ethylmaleimide (:;\E~1) (5 m\f final concen
tration; 15 min). In another series of experirnents, trans
location of the probe to the inner layer was quamified
by the back-exchange technique using faity acid-free serum
alburn in (BSA) [1].

Fluorescence Instrumentation and Analysis. Steady
state fluorescence anisotropy and fluorescence intensiry
were measured with a continuous-excitation instrument
(Fluofluidimètre, Affibio, Villers les :\'ancy, France).
Excitation was performed at 365 nm when emitted light
was determined at 425 nm.

Excited-state lifetimes (7) were determined by the
modulation technique with a multifrequency phase fluo
rometer, SLM A.\ llNCO 4S000S (SLM Instruments, Ur
bana, IL). A large range of frequencies, berween 15 and
180 MHz, was used for the lifetime measurements. The
data were analyzed with both exponential and continuous
components models. The continuous model is a distri
bution of the lifetime cornponents values which are char
acterized by a "Lorentzian" form centered on a lifetime
with a full width at half-rnaximum pararneter (FW~1H) .

The mean-square test and the chi-square test were used
to estimate the goodness of the determination.

The distribution of DPH-PC at the single-cell level
was analyzed with a flow cytometer ATC3000 (Bruker
Spectrospin, Wissembourg, France) equipped with an

I\liccoli ct al.

argon laser 2025 (Spectra-Physics, Mountain View, CA).
For these experiments, the cells were labeled with var
iable amounts of probe solution (0.5 to 8 I1M for DPH
PC, 0.5 to 2 I1M for DPH) at 25°C. The analysis was
done on 30,000 cells with excitation laser UV light (357
nm, 100 mW).

RESULTS AND DISCUSSIO~

Incorporation of DPH·PC (4 f.lM) at 4, 25, and
37eC in P38SDI Cells

The kinetics of incorporation of DPH·PC in P38SDJ
cells is fast, whatever the temperature. After 2 min o
labeling, the fluorescence intensity Jevel corresponds 1<

more than 50% of the final iniensiry and reaches a pla
teau after an incubation of about 20 min. As regards th,
evolution of fluorescence anisotropy < r> during the cel
labeling, the values are constant after about 30 min 0

incorporation, and the following experirnen ts were car
ried out under these conditions.

Distribution of the DPH·PC in Cell Populations

The fluorescence distribution of a cell popul atio
labeJed with DPH-PC and DPH was analyzcd by flox
cytometry (Fig. 1). When the DPH-PC concentratio
increases, a modification of the hisiogram shape as we
as a shift toward high fluorescence levels was noted. Fe
a low concentration of DPH-PC (0.5 fl.M), there \\',
only one homogeneous, slightly labeJ ed cell populat ior
On the other hand, at higher concentrations (2 and
f.lAf) (Fig. l A), a second highly labeled cell populatic
appcared, which increasedwith DPH-PCconcentration:
A comparative study was performed with DPH. The e\
olution of the fluorescence distribution was quite sirn il:
for equivalent concentrations of fluorophore (Fig. l B
Thus, the binding of the DPH moiety on the phosph.
lipid does not induce a different macroscopicdistributic
of the probe in a cell population.

Steady-State and Dynarnic Fluorescence

Table l shows the variations in steady-siate flu
rescence anisotropy and lifetime determinations w:
temperature. Il should be noted that <r> values c
creased when the temperature increased.

Conceming lifetime measurernems, the best fits \\'(
obtained with a biexponential analysis. DPH-PC dee
is characterized by a main component of about 9.7
with a fractional intensity of 92% and a short cornpon.



Interaction of a DPH Derivative with Living Cells 253

B

.
51 100 151 200 251
Fl.~ Ih1Bt3ITY ruœr

C~"""'~-,--.-:.:r--r-----,4
o

182

Kb of [}~ 81tH ft
(ms

tl!l of mt-fC tx u-s ft A
(ms

C,S
?CI

~

\2l:

200 B

t~

.~

'~

C
0 51 lro 151 2'00 251

Fl.1.IJE:BŒ Ih1W1TY F1.J.W(

Fig. 1. Fluorescence distribution of a ccli population labclcd wiih various amouni s of DPH·PC (A) and DPH (B).

Table J. Fluorescence Anisotropy, Discre:e Values, i: nd Lorentzien Distribution of the
Fluorescence Lifctime of DPH·PC lncorporated in Cells

Lifctime Lorcntzian
distribution (ns)

Lifctirn e exponentiel

Temp.
analysis (ns)

(cC) <r > 7, FI. (7))" -
4'C 0.300 9.63 92.1 0.90

25'C 0.250 9.ï2 92.5 1.03
37'C 0.235 9.6S 94.6 J.l 0

9.67
9.S1
9.60

Fw:-.m

FI. (7))' .. 7) .
92.0 0.95 0.002 1.01
0' A 0.92 0.001 1.34... .... ..,
92.5 1.30 0.01 2.20

• FI = Fract ional lmensiry (';ë)

close to 1 ns. The long lifetime component corresponds
to DPH-PC incorporated in the plasma membrane of the
cells and the short lifetime, rather, corresponds to DPH
PC mol ecules present in a very polar environment within
the membrane surface or at the interface berween rwo
demains [4].

The continuous Lorentzian distribution analysis of
the decay is in agreement with discrète analysis, This
analysis gives another pararneter (FWMH) that allows
the appreciation of the homogeneity of the rwo lifetime
components' distribution. TheF\VMH of the main com
ponent is very low and means a high homogeneity in the
lifetime component value, while the FWMH of the sec
ondcomponent reflects heterogeneity in the distribution.

Regarding the values of the long lifetime cornpo
nent, they give information on the location of the probe
within the membrane. The values of ';"1 are included be
rween the value found for DPH (11.5 ns) and that for
its cationic derivativeTMA-DPH (8.6 ns) [11]. The data
suggest that the fluorophore is located in an intermediate

arca of the plasma membrane berween those character
ized by TMA-DPH (polar areas) and DPH (nonpoJar
areas). The <r> values support this hypothesis (data
not shown) and confirm the assumption of Parenteet al .
that the fluorophore part of DPH-PC is located much
farther down in the Iipid hydrocarbon region of the bi
layer than the carbon close to the glycerol backbone [8].

Finally, it is important to note that the values of
beth lifetime components as weil as their fractional in
tensities are independent of the temperature. Thus, it
may be assumed that steady-state anisotropy variations
represent a real modification in the cohesion of theprobe
surroundings.

Partitioning of DPH·PC in Cells

To verify if the whole DPH-PC molecule is located
in the plasma membrane, experiments with a nonper
meant membrane quencher (BGA) were carried out. Fig
ure 2 shows that immediately after the addi tion of the



254 Miccoli ct al.

Ki netics of Outsid e-Inside Transloca tion of DPH
PC in P388Dl Cells

indicat ing that a constant amount of probe molecu Jes
(about 20'70) was not quenched. The proportions of un
quenched probe molecu Jes varied weakly (20 to 27%)
when the temperature range was 4-37°C. Therefore, it
can be assumed that about 80% of the fluorescent phos
pholipid was in the plasma membrane.

3510
o!-- - - - - - - - - - - - - - - - -

o 15 20 25

nm. (mln)

Fig. 2. Effecl of BOA on the fluorescence intensity of a DPH·PC·
labelcd cell suspension.

quencher (15 ~.l.M) to the cellspreviously labeled at 25°C
for 2 min with DPH·PC, the fl uorescence intensity de
creases very rapidly and reaches a plateau after 5 min,

The existence of transmembrane diffusion was con
firmed by the back-exchange technique using cell label
ing for various periods (0-6 h). Figure 3A shows that
the percentage of probe moJecules that were not ex
tracted by BSA increased with time and with tempera
ture. The pretreatment of cells with l\'EM, which is known
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Fig. 3. Evolution of the pcrcenragc of transmernbrane diffusion of the DPH·PC in P388D I cells, without (A) or with (B) prctrcatrncnt with DFP
as a function of lime and tempera ture .
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Table Il . <r> Value (Before and Aftcr Extraction) Evolutions of
Labcled Cclls DuringTranslocation Experimcnts \Vith or Without

DFP Pretreatrncnt of the Cclls

<r>

Before extract ion ASter extraction
Labeling

tirne 4'C 25'C 37'C 4'C 25' C 37'C

60 min
-DFP 0.30a 0.255 0.235 0.300 0.250 0.230
+ DFP 0.300 0.260 0.242 0.300 0.255 0.235

180 min
- DFP 0.295 0.245 0.225 0.290 0.235 0.215
+ DFP 0.300 0.255 0.240 0.290 0.250 0.235

360 min
- DFP 0.290 0.237 0.215 0.285 0.225 0.208
+DFP 0.300 0.250 0.235 0.290 0 . 2~5 0.235

to be an inhibitor of phospholipid translocase, did not
show any significant effects on the translocation rate,
suggesting ihat the phenomenon is not protein depen
dent.

In another series of experirnents, it was considered
that DPH-PC might be the target of membrane enzyrnatic
metabolism as native phospholipids. Thus, a study wirh
another inhibitor, DFP, was carried out to display the
enzymatic activity related to phospholipase A2 (PLA2),

.which could cleave the molecule and induce release of
free DPH.

Preincubation of the ce1Js with DFP (Fig. 3B) dern
onstrated a marked effect on the outside-inside diffusion
rate, which was 10\Ver than that observed with ce1Js not
treated with DFP, suggesting the possible involvern ent
of a membrane enzymatic protein responsible for DPH
PC cJ eavage, liberating the fluorophore (DPH).

The hypothesis is confirmed in Table JI, which
summarizes the results of the experiments before BSA
extraction and after extraction with or without pretreat
ment with DFP. Before extraction of the DPH-PC pres-
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ent in the outer Jeaflet and in the abse nce of DFP, it
must be noted that <r> regularly decreased as a func
tion of time and the decrease is more important at 37cC.
On the other hand, following pretreatment with DFP,
<r> remained constant at 4cC and decreased slightly at
25 and 37cC, suggesting that DFP treatment inhibited
enzymatic activity. It is worth noting that pretreatment
of the cells with DFP had no significant effect when
cells were taken after a 3D-min labeling with the flu
orescent probe, which corresponds to the usual incor
poration conditions of the probe.

CONCLUSION

From this work, it can be assumed that DPH-PC
can be used as a membrane probe. However, the inter
pretation of modifications of steady-state or dynarn ic
properties in terms of membrane cohesion of living cells
must also take into account variations in transmembrane
diffusion which may be associated with cell function or
pathological situations. In the same way, it is necessary
to check the activity of endogenous phospholipases.
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RESUME
La connaissance des propriétés physiques de la membrane érythrocytaire et en particulier de sa résistance osmotique aux
solutions hypotoniques, présente un int érêt diagnostique pour le clinicien. En effet, de nombreuses pathologies
hémolytiques influencent cette résistance (maladies hémolytiques auto-immunes, sph érocytoses héréditaires, ...). Quelques
appareils permettent d'étudier les propriétés rhéologiques de la membrane, mais ils restent encore du domaine de la
recherche car ils se révèlent difficiles d'utili sation en routine. Aucun cependant ne réalise spécifiquement la mesure de la
résistance des membranes jusqu'à leur rupture ct seule la méthode manuelle dite de DACIE est utilisée aujourd'hui dans les
laboratoires d'H ématologie. Dans ce travail les auteurs proposent de mesurer la résistance des membranes à l'hémolyse à
l' aide d' un appareil de conception nouvelle (Fragllimètre). Son principe consiste à faire varier progressivement la force
ionique d' une suspension d'hématie s, de 0.154 M à 0.025 M NaCl. La variation de la pression osmotique engendrée au
niveau de la cellule provoque l'ouverture de pores par lesquels s'échappe l' hémoglobine. La mesure de l'in tensité de
lumiè re transmise renseigne sur le phénomène. L'e xpérience, entièrement automatisée, est réalisée en moins de 20 minutes.
Les résultats obtenus informent sur la résistance de la membrane. Les déterminations des transmissions initiale à 50 % et
totale permertcnt d'apprécier, comparativement à la technique de DACIE, les caractéristiques de l'hémo lyse. La validation
de la méthode a porté sur l' analyse d'échantillons de sang témoins prélevés depuis moins de 6h et/ou incubés 24h à 37cC
afin de les fragiliser. La fragilisation des hématies par incorporation d'hémisuccinate de cholestérol a également été étudiée.

MOTS CLES:
HEMATIES, FRAGILITE OSMOTIQUE, HEMOLYSE, DEFOJU\'1ABlLlTE.

A BSTRACT
Knowing the mcchanical properties of the erythrocyte membrane, and its osmotic res istance to hyp otonie solution s in
particular, is of grea t diagnosric interes t to clinicien s. lndeed, a number of haemolytic pa thologies affect that osmotic
resistance (autolm mune haemolytic disease , hereditary sphe rocytosis, ...). A fe w deviees on the market make il p ossib le to
study the rheo log ico l p roperties of the erythro cyte membrane, but they are expe rimental and difficult to use as routine . But
none of them specifically measure s the membrane resistance to rup ture and only the so-ca lled DACIE's metho d has been
used in the haernatology laboratory 10 dole. In this study, the author s set out to measure the resistance of membranes to
haemolysis, using a newly designed deviee (Fragilimeter) . ltsprinciple consists in gradually vaT)'ing the ionie strength of a
diluted erythrocyte susp ens ion, from 0.154 M to 0.025 M. The osmo tic pressure variation p roduce d at the cellular level
induccs the opcning ofpares through which haemoglobin is released. Meas uring the transmit ted light intensity p rovides
informat ion on the phenomenon. 771is entirely automated experiment takes less than 20 minutes. The res ults obtained
provide direct information on membrane resistance. Determining baseline , 50% and total transmission permits assessing
the heamolyt ic characteristics, comparativc ly as DACIE's method. Methodolog ical valida tion involved analys ing control
blood sa mples collected less thon 6h befo re and/or incubatcd f ar 24 H at 3i· C so as to fr agili se them. Erythrocyt e
fragilisation by cholesterol hemisuccinate incorp oration lias also been studied.

KEYWORDS :

ER }THROClTE. OSMOTIC FRAG ILfT}', HEMO LrSIS, CELL DEFORMABILl71'.
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A4) Physique des gaz ct metrologie

A4.1) Gé néra lités

L'échange de molécules gazeuses à travers des membranes perméables (respiration) est
un phéno mène phys ique essentiel au mainti en de la vie. Les molécules gaze uses, en déplacement
perpétuel, entrent en collision de façon aléatoire les unes avec les autres ainsi qu ' avec diverses
surfaces .
Troi s notions assez intui tives découlent de la nature des gaz.

1) Le gaz occ upe tout le volume qui lui est offert. Le comportement du gaz dépend de ce volume
et du nombre de mo lécules gaze uses présentes.
2) Le gaz exerce une pression à l'intérieur de ce volume. Cette pression est la conséquence du
choc des molécu les contre les paro is de l'enceinte.
3) Un gaz est caractérisé par sa température, car le mou vement des molécules est source de
chaleur.

Les gaz se dist inguent des autres formes de matière (solide et liquide) par leur capacité à
se dilater sans limite de façon à occuper tout l' espace disponible et à exercer une pression
uniforme sur toutes les surfaces. Cette propriété est très importante et participe au gradient de
press ion parti elle en oxygène. La connaissance de certaines propriétés physiqu es des gaz est
essentielle pour comprendre leur comportement. En voici citées quelques-unes avec les unités
associées:

• Le volume correspond à l' espace occupé par un gaz et se mesure en centimètres cubes (cc) ou
en millilitres (mL).

• La pression est définie mathématiquement comme une force s'exerçant sur une unit é de
surface. Le résult at s'exprime souvent en milimètres de mercure (mm Hg). L' échelle de
mercure classique est connue sous le nom d'échelle de Torricelli; l'unité de cette échelle (mm
Hg) est souve nt appe lée Torr.

Si l' on veut évaluer le comportement de différents gaz, il est nécessaire de connaît re la
quantité de gaz (nombre de molécules) dans l' échantillon. Bien que de petite taille, les molécules
gaze uses ont nécessairement une masse (ou un poids en fonction de la pesanteur). La masse
d' une quantité déterminée de gaz est définie par le nombre d 'Avogadro (6,023 x 1023 molécules
correspondant à une molécule gramme (poids atomique).

A4.2) Ter mi nologie

Hypoxém ie et hypoxie : certains traités emploient ces mots indi fféremment , d'autres soulignent
une différence.
Hy poxie
Terme plus général que l'hypoxémie. Décrit une altération de la distribution tissulaire de
l'oxygène. Elle tient compte du débit cardiaque et de la captation de l'oxygène au niveau des
tissus.
Hypoxérnie

Traditionnellement, l'hypoxémie est un manque relatif d'02dans le sang, autrement dit , il s'agit
d'un niveau d'oxygénation du sang artériel inférieur à la va leur normale. L'hypoxémie est
défini e comme une diminution de la Pa02, de la Sa0 2 ou du taux d'Hb dans laquelle la quantité
d'02 du sang (Ca0 2) est le détermi nant principal de la grav ité clinique (Martin, 1992)
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L'hypoxémi e ne s 'accompagne pas nécessairement d'une hypo xie tissulaire, de mêm e qu 'une
hypoxie tissulaire peut être associée à une Pa02norm ale.

A4.3) Va leurs mesurées

P ression partielle des gaz
La loi de Dalton résume un très impo rtant principe de physique concernant les mélanges

gaze ux : dans un mélange gazeux, la pression totale du mélange est égale à la somme des
pressions partielles des différents composants. Chaque gaz étant considéré comme agissant seul,
sa contribution à la pression total e dépend de sa fraction (ou %) par rapport à la totalité du
mélange gazeux .

P ression d e vape ur d 'cau
Sous sa form e gazeuse, l' eau s' appe lle vapeur d ' eau ou eau mol éculaire et correspond à

l'humidité. Quand il y a de la vapeur d ' eau dansun mélange gazeux, elle obéit à la loi des gaz et
exerce une pression partielle. Ainsi le gaz alvéo laire est sat uré en vapeur d' eau Cl 00 %
d'humidité) à la température du corps. Pour les mesures cliniques, habituellem ent réali sées à
37°C dans les conditions standard, la pression saturante de la vapeur d' eau correspond à 47 mm
Hg.

Solubili té d 'un gaz
Si une membrane sépare un mili eu gazeux d 'un mili eu liquide, le degré de solubilité du

gaz dans le liquide va intervenir sur la diffusion. La solubilité représente la quantité des
mo lécules gazeuses qui se disso lvent dans le liqu ide. Le nom bre des mol écules gazeuses entrant
et sortant du liquide finit par s'égaliser: il s 'établit alors un équilibre dynamique. Les pressions
partiell es dans la solution sont alors éga les aux pression s partielles dans l' atmosphère.

Coeffic ient d e di ffu sion
C'est la distance moyenne diffusée par unité de temps (D0 2= 2,6. 10.5 crrr'/sec dans l'eau à

25 °C.).

Diffusivité
C'est la quantité (dQ) passant à travers une aire dydz dans la direction dx en un temps dt

où de/dt est l'augm entation en concentration de volume dans la direction x selon:
dQ/dt = -6 (de/dx) dydz

Perméabilité
C'es t le produit du coefficient de diffusion D et de la solubilité.

A4.4 ) Taux d'oxygène dans le sang

Tro is termes différents sont employés pour décrire les taux d'02 dans le sang : pression
d 'oxygène, saturation en oxygène et concentration en oxygène. Ces termes sont défini s ci-après .

Pression d'02' P0 2 : Les molécules d' 02 dissou tes dans le plasma (c' est-à-dire non liées à
l'hém oglobin e) sont libres pour entrer en contact avec l' électrode sensible. Ce contact se
communique comme une pression, la P02 désignée par Pa02 dans le sang artér iel. Une fois que
les mol écul es d'02sont liées à l'hémo globine, elles n ' exercent plu s aucune pression. Etant donné
que la Pa02 ne représente que les mol écul es d'02 dissoutes dans le plasma, la P02 ne rense igne
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donc pas sur la « quantité » d'02 dans le sang. Ce renseignement est fourni par la concentration
en O2,

Satur ation en 0 2' Sa0 2 : Les sites de fixation de 1'02 sont des groupements d'h ème, éléments
Fe" porph yriques de la molécule d'hémoglobine (noté Hb). Les sites de l'h ème occupés par des
molécules d'02 sont dits « saturés» d'02' Le % de tous les sites de fixation de l'Hb en O2
correspond au taux de saturation de l'hémoglobine en O2(Sa02dans le sang artériel).

Concentr at ion en 0 2' Ca02: Ni la P02 dans le sang, ni la Sa0 2 n'indiquent combien le sang
conti ent d'02' Cette teneur est donnée par la concentration en O2, exprimée en unités de mL d'02
par dL (ou 100 mL). Cette teneur comprend 1'02lié à l'Hb (compo sante 1) ainsi que 1'02dissous
dans le plasma (composante 2) de l' équation de la Ca02:

Ca0 2= (Hb x 1,34 x Sa0 2) + (0,003 x Pa02)
composante 1 composante 2 z

Précisions: La compo sante 1 (quantité d'02combiné à l'Hb) est le produit du taux d'Hb (Hb , en
g/dL), du pouvoir oxyphorique de l'I-Ib (1,34 mL O/g) et de la saturation de l'Hb en O2 (Sa02).
Cette équation peut être utili sée pour calculer la concentration en O2 de tout échantillon de sang
ou de plasma.

A4.5 ) Lois établies

F lux moléculaire:

Le flux d'oxygène (J02) à travers une membrane d'une épaisseur d, avec a la solubilité et
D le coeffic ient de diffu sion est donné par J02 = D.a.,0.PO/d, proportionnel à la différence de
pressions en oxygène. On adm et que le flux J est proportionnel à son gradient et pour une
direction privilégiée, on peut écrire : J = - D dc/dx avec c le nombre de molécules par unité de
volume et D une constante de proportionn alité (ou de diffusion).

Lois de Fick
La première loi de Fick décrit l'existence locale d'un gradient de concentration c, d'un

vecteur densité de flux F de particules atteignant une surface S et qui dépend du coeffici ent de
diffusion d'un gaz (coefficient de proportionnalité) D selon F = -D gradC.

La seconde loi de Fick concerne la variation de la quantité de soluté pendant le temps dt
ce qui correspond également au produit: (volume de l'élément) x (variation de concentration en
un point du volume pendant le temps dt). Si l'on désigne par S(x,t) et S(x,t+dt) les concentrations
en un point d'abscisse x au temps t et dt, on a: dS/dt = - dJ/dx = D.d1.S/etC.

Loi de Henrv
Elle établit que la quantité de gaz dissoute dans un liquide est proportionnelle à la

pression partiell e du gaz mis en présence de ce liquide.

Loi de Graham
Elle établit que la diffu sibilité d'un gaz est inversement proportionnelle à la racine carrée

de son poids moléculaire.

A5 :_Microscopie qu antitative (cytométrie pa r analyse d'images)
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AS.l ) Généra lités

L'analyse d'images par ordinateur, très utilisée dans de nombreux domaines industriels
peut être avantageusement appliquée à l'ob servation microscopique des cellules dans des
situations biomédicales variées, dans les domaines de la biologie fondamentale, de la
cancérologie, de l'hématologie. L'observateur humain n' appréhende l'information contenue dans
une image que de manière subjective, qualitative et lente. C'est pourquoi le traitement et
l' analyse des images apparaissent comme des outils permettant d'effectuer rapidement des
mesures sur des images avec une grande fiabilité et un haut degré de résolution.

Les besoins de notre laboratoire s'expriment en termes correspondant à des activités de
recherche et concernent :

• la détection de faibles niveaux de lumière de fluorescence (grande sensibilité),
• une importante résolution de l'image, '
• un suivi en temps réel des divers phénomènes étudiés,
• la description quantitative des cellules endothéliales humaines (taille, forme...),
• la compréhension rationnelle des phénomènes traduits par leur image (cinétique cellulaire,

diffusion d'oxygè ne).

Afin de satisfaire de tels besoins, le microscope peut être connecté, via un ordinateur
capable de traiter et d' analyser les images des cellules ou des émissions de fluorescence.
L'instrument de microscopie quantitative résultant doit donc, non seulement traiter des images en
exploitant au mieux les possibilités technologiques, mais il doit aussi en extraire des mesures
nombreuses, en évaluer la signification statistique et surtout permettre, à chaque instant de
l' analyse, la comparaison entre l'observation visuelle directe de l' échantillon et les données qui
en sont extraites.

Les étapes comportent success ivement:

• l' acquisition des images à l' aide de photodétecteurs adaptés à la dynamiqu e très large de
luminosité et aux besoins en résolution spatiale élevée ;

• le prétraitement qui permet d' améliorer les contrastes de l'image et de calculer les paramètres
photométriques de référence du fond ;

• la segmentation qui permet de sélectionner, parmi les points de l' image, ceux qui
appartiennent à la cellule et aux organites cellulaires à caractériser;

• la paramétrisation qui permet de calculer, pour chaque zone d'intérêt, des paramètres
caractérisant sa forme, sa densitométrie, sa fluorimétrie ;

• le traitement des données qui permet d' extraire, parmi les multipl es paramètres calculés sur
les cellules d'une popul ation , ceux qui représentent une variation significative dans le
contexte de l' expérience réalisée (diffusion de l'oxygène, marqueur de l'hypoxie...).

AS.2) Acquisition des images

Pour qu'elle puisse être traitée par un ordinateur, une image optique obtenue au travers
d'un microscope, doit être mise sous forme d'un tableau de valeurs numériques, c'est-à-dire
digitalisée. On entend alors par « acqui sition » le processus permettant de disposer de l'image
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microscopique au niveau de la mémoire de l'unité de calcul (ordinateur ou processeur d'image
spécialisé).
Ce proc essus comporte:

• la capture d 'image, réalis ée par un capteur d'im ages photométrique transformant l'image
microscopique photonique en un signal électrique;

• la transmi ssion du signal électrique de la caméra vers une carte d'acquisition selon un
standard donn é (vidéo)

• la conversion analogique / numérique du signal électrique en une matrice image numérique.

Le choix du capteur photométrique dépend des paramètres physiques de l'image
micro scopique à traît er (niveau de lumière, longueur d'onde dans le spectre, temps d ' exposition)
et des paramètres de l'analyse (nature et précision des paramètres à extraire...).

AS.3) Amélioration d'images

Après une conversion analogique / num enque, l'image fournie par la caméra est
disponible pour divers trait ements . Les techniques d' amélioration des images constituent
l' ensemble des procédés visant à renforcer la qualité de l'apparence visuelle d 'une image par la
mise en évidence de structures ou de marquages peu contrastés. Quatre types de méthodes
d 'amélioration d'images sont distingués:

• les méthodes fondé es sur des modifications ponctuelles de l'amplitude (modification de
l'histogramme des valeurs de niveaux de gris) ;

• les méthodes fond ées sur la tran sformation d'images dans le domaine spatial (techniques des
masques de convolution) ;

• les méthodes fondées sur les transformations d'images dans le domaine de Fourier;
• les méthodes fond ées sur l' emploi de pseudo -coul eurs .

Il n ' y a pas de recettes généralisées en amélioration d'images. On peut tout au plus définir
des critères de choix selon l' appli cation étudiée et le résultat recherché, qui induiront une
préférence pour telle ou telle méthode.

Dans le prés ent travail, le traitement de l'image a consisté principalement en une
augmentation du contraste de l'image, en un lissage pour éliminer le bruit, et en une amélioration
du rapport signal/bruit de l'image. Les autres méthodes d 'amélioration d 'images non utilisées
systématiquement seront décrites au cas par cas.

ASA) Paramètres fluorimétriques

L'étape de paramétri sation conduit au calcul de paramètres sur les entités qui intéressent
l'observateur.
Seuls les paramètres fluorimétriques qui nous intéressent seront développés ci-dessous.

Certaines substances possèdent la propriété, quand elles reçoivent une radiation
lumineuse d ' émettre un rayonnement de plus grande longueur d'onde que la lumière excitatrice.
Si le rayonnement n'existe que pendant l'irradiation par la lumière d'excitation, il s'agit d'une
fluore scence (Ro st, 1992) . La majorité des constituants biologiques ne possèdent pas la propriété
de fluorescence, ils doivent être associés à un colorant fluorescent ou fluorochrome afin d'être
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détectés ou mesurés. Chaque fluorochrome est caractérisé par les valeurs spec trales des
rayonnements d' excitation et d 'émission de leur fluorescence. Ces dernières définissent la
combinaison des filtres d'excitation et d 'arrêt à placer, respectivement entre la source lumineuse
et entre l'échantillon biologique et le photodétecteur. Si un objet est illuminé par un
rayonnement, un phénomène d' absorption intervient et une fluorescence apparaît, d 'intensité
proportionnelle à l' absorption.

En imagerie microscopique, l'intensité de fluorescence est calculée en chaque point de
l'image. Les paramètres fluorim étriques sont calculés au regard de la distribu tion des intensités
de fluorescence dans l'obj et.
On définit ainsi:

• Les paramètres de valeur intégrée comme la fluorescence totale.
• Les paramètres de valeur moyenne comme la fluorescence moyenn e (fluorescence total e

normalisée à la surface de l'obj et).
• Les paramètres décrivant la distribution des intensités de fluorescence: écart-type,

dissym étrie et aplat issement.

Les paramètres de fluorescence totale et moyenne ont tous deux une signification
cellulaire puisqu 'il s reflè tent, respectivement, pour une press ion partielle en oxygène donnée,
l' ensemble des sites non atteints par l' oxygène et le phénomène d' extinction moyen de
fluorescence.

En absence d'oxygène, la variance reflète l' hétérogénéité de distribution des intensités de
fluorescence.

A5.5) Analyse des données

La statistique classique et les méthod es regroup ées sous le nom d'analyse des données
offrent des outil s puissants de description, de classification et de représentation synthétique des
paramètres calculés sur les images d'un grand nombre de cellules ou d'acquisitions successives.

A5.6) Type de capteurs utili sés

La mesure de la quantité de lumière émise (de fluorescence) en chaque point d'un objet
est réalisée au moyen d'un détecteur de lumière, qui amplifie éventuellemnt et converti t le
rayonneme nt photonique en un signal élctrique proportionnel et mesurable par une unité de
calcul. Le détecteur idéal est supposé être linéaire sur toute la dynamique (noir complet 0,
éblouissement 4096) et suffisamment sensible pour détecter de faibles rayonnements sur tout le
spectre lumineux.
Nous avons utili sé deux types de photo détecteurs : un photomultiplicateur pour la détermination
des durées de vie à l' état excité et un capteur matriciel (caméra CCD « coupled charge deviee »)
pour l' acqui sition des images (par balayage) et la distribution des intensités de fluorescence.

Le photomultiplicateur est un capteur qui offre la meilleure dynamique (nombre de
niveaux d'intensité effectivement discernables) et la meilleure linéarité (respect de la
proportionnalité en points de la dynamique).

Le capteur matrici el équipe tous les systèmes récents de cytométrie à balayage et offrent
les mêmes caractéristiques photoniques que des photomultiplicateurs.
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PROPRIETES RHEOLOGIQUES ET PERMEABILITE A L'OXYGENE
DES MILIEUX BIOLOGIQUES:
Diffusion de l'oxygène des érythrocytes aux tissus.

L'hypoxie tissulaire est une conséquence à de nombreuses pathologies cardio
vasculaires dites ischémiantes mais son origine reste très variée. L'oxygénation tissulaire
dépend de mécanismes physico-chimiques et chimiques complexes (transport et libération de
l'oxygène).

Notre intérêt s'est porté sur J'étude de l'influence des divers compartiments biologiques
traversés lors du transfert de l'oxygène des érythrocytes aux tissus. Nous avons principalement
considéré la membrane érythrocytaire, le plasma et l'endothélium capillaire.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé chaque milieu biologique par ses
propriétés rhéologiques à différents niveaux d'investigation (viscosité plasmatique,
déformabilité érythrocytaire, fragilité osmotique et fluidité membranaire). Nous disposions de
trois modèles biologiques aux caractéristiques physico-chimiques finies.

Dans un second temps, nous avons mis en œuvre une technique basée sur l'inhibition
de fluorescence (capteur optique) pour aborder le phénomène de diffusion de l'oxygène. Les
deux principaux paramètres, J'intensité de fluorescence et la durée de vie des états excités
précurseurs de la fluorescence, ont été mesurés à l'aide de différentes configurations
matérielles (spectrofluorimétre, microscope à fluorescence) avec plusieurs méthodes
(fluorimétrie de phase, comptage monophotonique et système de type Boxcar).

Enfin, nous avons appliqué ces techniques à l'étude des relations entre les paramètres
rhéologiques macroscopiques, microscopiques, moléculaires et le phénomène de diffusion de
l'oxygène. Il était attendu que la diminution de la fluidité membranaire (ou la présence
d'obstacles) s'accompagne d'une diminution de la diffusion de l'oxygène. Nous avons tenté de
vérifier cette relation sur chaque compartiment biologique en modulant leurs propriétés
rhéologiques (rigidification membranaire, hyperviscosité plasmatique...).

L'ensemble de cette étude a montré que le phénomène de diffusion de l'oxygène
pouvait être quantifié à l'aide de capteurs optiques pour chacun des compartiments
biologiques étudiés. Un outil prédictif de l'état d'oxygénation tissulaire permet d'apporter aux
cliniciens une aide au diagnostic "d'hypoxie tissulaire". Le développement de la microscopie à
fluorescence résolue dans le temps, apporte des améliorations importantes en terme de
détermination des durées de vie de fluorescence dans les milieux biologiques. Cette
instrumentation non disponible sur le marché à ce jour, a permis de globaliser cette approche
et d'envisager à terme un modèle d'inhibition de la fluorescence par l'oxygène très fidèle aux
diverses conditions physiologiques rencontrées dans le système circulatoire.

Mots clés : Erythrocytes, Plasma, Endothélium, Propriétés rhéologiques,
Diffusion de l'oxygène, Durée de vie de fluorescence, Microscopie résolue dans
le temps, Modélisation.
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