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Chargé d’apporter aux tissus l’oxygène recueilli
dans les poumons le globule rouge doit, por transiter
a travers les capillaires, être capable de modifier pro
fondément sa forme. Ii possède pour ce faire une pro
priété fondamentale de déformabilité passive qui lui
permet de s’adapter aux conditions circulatoires.
Trois éléments essentieles interviennent dans l’existen
ce de cette déformatilité: Ia viscosité interne, le rap
port surface/volume, les qualites structurales et fonc
tionnelles de la membrane.

La viscosité interne depend principalment de la
concentration et des propriétés de l’hémoglobine. En
fait, en dehors de la drépanocytose, de l’hemoglobine
C, des hémoglobines instables et des circonstances oü
la viscosité propre de la solution de l’hémoglobine est
modifiée, l’augmentation de la concentration intra
globulaire de l’hemoglobine est due soit a une perte
d’eau (dessicytose) consequence d’une fuite trans
membranaire des cations non balancée par les systè
mes de regulation, soit a une rédution de la surface
membranaire par perte (ou manque) de fragments de
celle-ci sans modification du contenu.

Les modifications du rapport surface/volume se
font rarement dans le sens de l’augmentation: un tel
fait se produit par exemple par surcharge membranai
re en cholesterol aboutissant a une augmentation du
diamètre des hématies sans accroissement de l’épais
seur et sans diminuition de la déformabilité
(platicyte). La diminuition du rapport S/V peut être
due a l’augmentation du volume par gonflement cel
lulaire par accumulation d’eau (ou hydrocytose) elle
-même secondaire a des perturbations des teneurs en
cations non compensées par une augmentation d’acti
vité des pompes correspondantes; elle peut également
être la consequence de la diminuition de la surface de
la membrane par perte de ses constituants protéiques.

Ainsi la quantité de membrane présente et ses ca
pacités fonctionnelles peuvent-elles intervenir indirec
tement das ces deux facteurs de la déformabilité
érythrocytaire que sont Ia viscosité interne et le rap
port surface/volume.

Les propriétés structurales intrinsèques de la mem
brane interviennent également: une instabilité du
squelette protéique membranaire aboutit a la perte de
fragments de membrane avec reduction de la surface
de celle-ci; une rigidification du squelette entraine une
diminution plus ou moms importante de la flexibilité
membranaire; une alteration des relations des protéi
nes intrinsèques avec le cytosquelette, les protéines
cytosoliques et les lipides peuvent altérer la déforma
bilité. Ainsi deux éléments apparaisent-ils fondamen
taux dans la part qui revient a la membrance dans la
déformabilité: la structure moléculaire des éléments
constitutifs et les interactions entre les constituants
membranaires.

Laissant volontairement de côté les problèmes des
transferts transmembranaires, ceux de Ia composition
lipidique de la membrane, et ses applications a la pa
thologie,45 la présente revue s~ra essentiellement con
sacrée aux interactions des protéines membranaires,
entre elles et avec celles du cytosol, et a quelques élé
ments modulateurs de ces interactions.

INTERACTIONS MOLECULAIRES ENTRE
PROTEINES DU CYTOSQUELETTE

Ces protéines situées a la face interne de la double
couche lipidique constituent le squelette du globule
rouge.’45 Celui-ci se present comme un grillage, un fi
let feutrant la face cytosolique de la membrane dont il
peut être isolé après extraction des lipides et des pro-
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téines intrinsêques dans un milieu de force ionique rela
tivement êlevé (0,6M) en presence de Triton X100.247
Ce qui reste alors de la membrane (<<Triton Shells>>
des auteurs amêricains)24’ a pu être photographie et
parait formé de mailles inegales reliées les unes aux
autres para des noeuds.96’ 177 Ce squelette est respon
sable de la forme des globules rouges normaux et pa
thologiques:119’’82’258 les Triton Shells préparés a par
tir d’elliptocytes ou de drépanocytes irréversibles con
servent la forme des hématies dont ils dérivent.’46 Ii va
de soi que le cytosquelette normal est parfaitement dé
formable puisqu’il suit nécessairement les modifica
tions de forme globule rouge dans la microcircula
tion. Si, comme il est très probable, Ia déformabilité
du cytosquelette est purement passive,elle met en jeu
l’intégrité des protéines qui le constituent et les inte
ractions moléculaires que commandent l’êquilibre de
la structure squelettique.

Trois protéines, la spectrine,’52 l’actine277 e la pro
téine 4.1 forment l’essentiel du cytosquelette; elles
sont extraites ensembles de la membrane êrytrocytaire
dans les milieux de faible force ionique.

1.°) Interactions entre molecule de spectrine

La molecule de base de la spectrine est un hétéro
dimère de Mr 460 000 formé d’une chalne a de Mr
240 000 et d’une chaIne fi de Mr 220 000. Ces deux
chaInes fibrillaires plus ou moms enroulées l’une sur
l’autre252 contractent entre elles des liaisons, dissocia
bles par l’urée et le dodecyl sulfate de sodium (SDS) et
leurs domaines fonctionnels commencent a être con
nus.97~166’’68’264’265~266 La spectrine peut être extraite
des membranes sous deux formes: dimérique ou tétra
mérique selon les conditions physico-chimiques de l’ex
traction thermodynamique, modificable selon la tempe
rature et la force ionique du milieu.’39’2°°’201’202’203’291
Dans la membrane, l’équilibre est en faveur du tétra
mere qui semble constituer la forme physiologique de
la spectrine.117 Diméres et tétramères sont les uns et
les autres des molecules hautement flexibles)58’252 Des
polyméres de plus haut niveau sont obtenus in vitro en
concentrant les solutions de spectrine: ces conditions
de concentration sont analogues a celles présentes lo
calement dans les mailles du cytosquelette et l’existen
ce in vivo de polymères de spectrine d’un degre plus
élevé que le tétramêre est vraisemblable.~67 Is est im
portant de constater que les interactions in vitro entre
molecules de spectrine ne font intervenir aucune pro
téine complémentaire et sont sous la dépendance de
seuls facteurs physiques. Selon Marrow et Marchesi’67
l’oligomerisation de la spectrine in vivo serait essen
tiellement consequence de la concentration locale en
spectrine, élevée du fait de Ia contrainte exercée par la
fixation a l’ankyrine; cependant des sites d’interac

tion non covalente pourraient être soumis a un con
trole allosterique par d’autres protéines, par les ions
phosphates inorganiques ou une phosphorylation co
valente. Un site d’interaction dimère-dimêre est place
sur un peptide de Mr 80 000 situé vers une extrêmité
dite <<tête>> de la chaIne a;168 la description récente
d’une variante de Ia chaIne (3 raccourcie d’un peptide
de Mr 6 000 dont la presence dans un dimère empêche
totalement la formation du tétramère correspondant
démontre que la chaIne (3 intervient également dans
l’interaction dimère-dimère,5° comme 11 avait étê pro
pose par Speicher et coll.266

L’importance des interactions entre dimères de
spectrine tient au fait que les anomalies de tétraméri
sation s’accompagnent en general d’une fragilite du
cytosquelett&39 qui conduit a la perte de fragments de
membrane et a une hémolyse pathologique. Tel est
par exemple de cas de certaines elliptocytoses consti
tutionnelles dues vraisemblablement a une anomaile
moléculaire de la spectrine entravant la tétramérisa
tion;’84 dans de telles formes il existe une populatins
d’érythrocytes de forte densité, de haute concentra
tion corpusculaire en hémoglobine et peu déforma
bles; le trouble de la deformabilite est dü principale
ment, sinon totalement, a l’augmentation de la visco
site interne et a la diminution du rapport S/V mais la
lesion initiale est membranaire.

2.°) Interactions spectrine-actine-bande 4.1

Le complexe spectrine-actine-proteine 4.1 a pu
être reconstitué in vitro a partir de ses elements
isoles,41’29° a condition que l’actine soit polymérisee et
la spectrine tétramérique. Le complexe ternaire isole,
examine en microscopie électronique, montre les fila
ments d’actine décorés par les tétraméres de spectrine
qui semblent fixes a l’actine par leur extrêmité distale
c’est-à-dire opposée a celle para laquelle se lient deux
dimêres.43 Protéine 4.1 qui apparait comme une ban
de unique lors de l’électrophorése sur gel de polyacry
lamide SDS selon Fairbanks et coll6° est, sur les gels en
plaques, obtenues selon la technique de Laemmli,131
dédoublée en bande 4.la et 4.lb, respectivement de Mr
80000 et 78000. La signification de ce dédoublement
est incertaine; les deux composants sont des phospho
proteines de structure moléculaire très voisine.88 La
difference de masse moléculaire peut s’expliquer soit
par une analogie génétique aboutissant a deux protei
nes trés semblables, soit par une proteolyse de 4.la
donnant naissance a 4.lb soit par une difference de
charge electrique en rapport avec un contenu different
en phosphate ou quelque autre modification post-syn
thétique.88 Les formes 4.la et 4. lb se fixent ala spec
trine mais sans que l’on sache si les interactions mole
culaires sont identiques pour chaque composant. Se-
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ion certains, ie rapport quaiitatif 4.ia/4.ib serait dé
pendant de l’age des globules rouges, Ia quantité rela
tive de 4.la augmentant progressivement lors du vieil
lissement des hématies108’226 pour une somme 4.ia +

4. lb constante. Ii a été postuié que, si ies deux compo
sants 4.la et 4.lb avaient, avec ies protèines du cytos
queiette, des interactions différentes, les modifica
tions observées au cours du vieillissement pourraient
être responsabies d’une diminution de la déformabili
té érytrocytaire.’°8

Ii est maintenant admis que i’actine du globule
rouge qui fait partie des j3-actines s’y trouve sous une
forme particulière dite de protofiiaments27 constitués
d’un nombre limite de molecules d’actine mono
mere27’ 39, 135, 192 Si effectivement aucun filament
d’actine n’a jamais été vu dans la membrane
érythrocytaire’94’277 ii a été récement montré que l’ac
tine y était sous forme F composée de 30 monomères
formant une double chalne hélicoidale de 15 mono
mères de long.7

La spectrine facilite l’association de l’actine-F
avec la surface cytoplasmique de la membrane68 mais
la formation in vitro de complexes binaire est encore
l’object d’incertitudes. A faible force ionique la spec
trine purifiée entraine la gélification de l’actine en
l’absence de bande 4.1 indiquant la possibilité d’une
interaction directe entre les deux protéines. 195 Cepen
dant, cette interaction est faible et depend des condi
tions expérimentales.27’42’29° Par contre, la protéine
4.1 a une forte affinité pour la spectrine en solution
avec une Kd au voisinage de l07M pH 7,6; chaque
molecule de l’hétérodimère de spectrine fixe deux mo
lécules des protéines 4.1289 sur la partie caudale du di
mere.43 La presence de protéine 4.1 augmente consi
dérablement la fixation de l’actine sur la spectrine
tant en solution que sur les vésicules retournées déplé
tees en spectrine. Le mécanisme exact de cette stimu
lation est incertain: ii est possible que la protéine 4.1
intervienne comme un pont entre spectrine et actine
ou qu’elle favorise la fixation de cette dernière par un
mécanisme allostérique.4° Le role du calcium est dis
cute.69 Dans certaines conditions, assez éloignees de
l’état physiologique (pH 6,5) un complex F-actine
-protéine 4.1 peut être obtenu dont la formation est de
pendante de la presence de Ca2 + a une concentration
voisine de 105M. S’il apparait que la presence de pro
téine 4.1 est nécessaire a l’association spectrine-acti
ne, ii a en outre été montre42 que Ia presence de la ban
de 4.1 rend thixotropiques les gels spectrine-actine ce
qui suggère que cette protéine est impliquee dans la
propriété de flexibilité de Ia membrane. L’action sta
bilisatrice de la bande 4.1132 sur le cytosquelette est
par ailleurs suggéré par l’existence de deficit en cett
protéine au cours de certains formes d’elliptocytoses
constitutionnelles2’61 oü les propriétés de la spectrine
sont normales et par la demonstration d’anomalies de

l’interaction spectrine-proteine 4.1 chez certains ma
lades porteurs de spherocytose héréditaire.86’ 105

Certains points restent obscures. Le complexe ter
naire formé in vitro est capable de provoquer le gélifi
cation de l’actine;29° a faible force ionique la spectrine
purifiée pourrait aussi induire la gelification de l’acti
ne, en l’absence de bande 4.139,41 peut-être par simple
nucleation a partir de Ia faible quantité d’actine poly
mérisêe restée liée a Ia preparation de spectrine.27’41’225
La structure particulière de l’actine erythrocitaire
sous forme de courts filaments impose l’existence
d’un système limitant la polymérisation. Le mècanis
me en est inconnu; l’existence de protéines regulatri
ces agissant en <<coiffant>> une extrêmité du filament,
bloquant ainsi son elongation (<<actin capping pro
tein>>) peut être évoquée; cependant, une telle protéine
connue notamment dans les plaquettes sanguines~
n’a pas ete jusqu’ici ètè isolée des membranes èryth
rocytaires. Ii a ètè suggèrè que les oligomères de F-ac-
tine presents dans le globules rouge ètaient stabilisés
sous cette forme par leur liaison a la spectrine7 et que
la dissociation du cytosquelette obtenue par exemple
en exposant les ghosts a faible force ionique entrainait
la rupture des liaisons actine-spectrine et permettait Ia
depolymerisation de celle-ci; certains oligomères res
tès fixes a la spectrine seraient plus rèsistants a la dé
polymérisation; bien que suppose siègeant a l’extrêmi
té caudale des dimères43’284 le site de fixation de l’acti
ne a la spectrine n’a pas encore étè localisé avec certi
tude et l’on ignore s’il est unique, s’il siege sur la chaI
ne a ou (3 ou s’il existe des sites multiples sur les deux
chaInes comme il est suggéré par Calvert et al31’32 Ce
pendant, plusieurs protéines fixant l’actine (<<actin
biding proteins>>) ont èté récemment reconnues com
me ayant une communauté antigenique partielle avec
Ia chaIne a de la spectrine ce qui suggére que l’actine
pourrait s’attacher a celle-ci.48’79’80’89’ 188

3.°) Interactions spectrine-ankyrine

La spectrine purifiee sous forme heterodimerique
ou tétramérique se fixe sur les vésicules retournées dé
plétées en spectrine avec une haute affinité (Kd envi
ron 10~) sur un site unique dont ii existe approximati
vement l0~ copies par cellules.’2’17’87 Le site de fixa
tion est sur la chaIne (3 de la spectrine12’3’ sur un pepti
de situe vers la cOté de Ia molecule comportant, sur la
chaIne a les sites d’interaction dimère-dimère (168).
La chaIne (3 est en outre porteuse des sites de phos
phorylation a cette extrêmité et a la distance du site de
fixation sur les vesicules50’266

L’accepteur Ia spectrine a étè identifié tout
d’abord comme un fragment peptidique de Mr 72 000
par Bennett;14 il a ~té prouvé par la suite que se pepti
de était antigéniquement rattaché a la bande 2.1 la
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queue a été isolée sous l’appellation d’ankyrine)9 Par
protêolyse fractionnée l’ankyrine donne lieu a des
produits de degradation: les bandes 2.2, 2.3 et 2.6, un
peptide de Mr 95 000 (bande 3’), le peptide 72 000 et
des fragments plus petits de Mr 27 000 et 18 000.15
L’êtablissement des cartes peptidiques a confirmé la
parenté étroite de ces peptides’43 Les peptides de la ré
gion 2, la bande 3’ et le peptide 72 000 sont capables
de fixer Ia spectrine; Yu et Goodman leur ont donne le
nom d’ensemble de <<Syndéines>>.305 L’ankyrine est
presente au nombre de 100 000 copies par cellule; en
solution elle forme avec la spectrine un complexe avec
une stoichiomètrie de une molecule d’ankyrine pour
une d’heterodimere de spectrine;21’289 comme les di
meres de spectrine sont presents au nombre d’environ
200000 copies par celiule, il est probable que la stoi
chiomètrie dans la membrane est de une molecule de
tetramere a2 ~ pour une molecule d’ankyrine.87 Les
relations ankyrine metabolisme erythrocytaire sont
incertaines: l’ankyrine serait necessaire aux modifica
tions de forme de giobules rouges induites par la de
pletion en ATP.~’8

L’ankyrine n’est pas specifique du globule rouge:
des proteines ayant une communaute antigenique
avec i’ankyrine ont ete decelees dans les microtubules
d’autres~ ces proteines ayant probable
ment une fonction de liaison analogue a celle de
i’ankyrine)5

4.°) Interactions spectrine-phospholipides

Les interactions hydrophobes entre un compiexe
spectrine-actine isole et une double couche de lipides
synthétiques ont ete etudiees in vitro. Ces etudes ont
montre une preference nette de la spectrine pour les
phospholipides charges negativement comme la phos
phatidylserine et Ia phosphatidylglycerol;162’ 163 elles
ont été confirmées par la méthode de Ia couche mono
moleculaire de lipides.~6l Si les résultats de ces expé
riences in vitro peuvent être extrapoles in vivo il con
vient de remarquer que la spectrine d’une part, la
phosphatidylsérine de l’autre, sont localisees a Ia face
interne de la membrane et que la molecule de spectri
ne contient un domaine fortement hydrophobe sus
ceptible de penetrer la double couche lipidique.32
Haest et coil95 ont en outre montre que la formation
de liaisons proteiques par oxydation des groupes
sulfhydriles du cytosquelette entrainait un remanie
ment de Ia repartion des lipides membranaires tels que
la phosphatidylserine devenait sensible a l’action de la
phospholipase a l’ext~rieur de la membrane.95 Ces
liaisons spectrine-phospholipides sont rapprocher de
celles entre l’hemoglobine et Ia phosphatidylserine
que nous reverrons plus loin.

INTERACTIONS DES PROTEINES
INTRINSEQUES

1.°) Interactions ankyrine-proteine 3

La proteine correspondant a la bande 3 de l’elec
trophorese sur gel de polyacrymide SDS est Ia princi
pale proteine intrinseque de la membrane.29’30’267
L’utilisation de marqueurs a permis de demontrer son
caractere tansmembranaire;’69 puis Ia purification75 et
la dissection de sa molecule par digestion trypsinique,
de reconnaitre trois segments:

— un segment externe siege de l’extremite car
boxyterminale de la molecule sur un peptide de
Mr 34 000 a 45 000~~’~~ 154,271,270 porteur des
radicaux glucosidiques responsables de l’hete
rogeneite de la bande 355,71,84,285,287 et de deux
des radicaux sulfhydriies (204, 206). Par ces ra
dicaux, le segment externe de ia bande 3 est
responsable d’interactions avec le milieu exté
rieur du globule rouge en particulier avec les
lectines276 et les rèactifs des groupes SH121’243
ce qui a ete utilisé pour la purification de la
bande 3 (et des autres glycoproteines). Par son
extremite interne ce segment est lie a la double
couche lipide;298

— un segment median de Mr 17 000 daltons in
clus dans la doubles couche lipidique. II est,
avec le segment precedent, support du canal
des anions.30’ 106,149,205,210 Des sites d’inhibition
du transfert des anions de mécanisme d’action
different’49 sont situes sur ou au voisinage im
mediat de ce segment;46

— un segment cytoplasmique d’environ Mr
43 000 daltons27’ et siege de l’extremite NH2-
-terminaie de la molecule5’55’70 et fortement
acide.70 Ce segment porte ies groupes suifhy
driies responsables du <<cross-linking>> des mo
nomeres de bande 3 obtenus par i’association
Cu2 ~-orthophenanthroline206’21’ et au moms
deux sites de phosphoryiation.53 Ii est egaie
ment ie siege des sites de fixation a haute affi
nité de proteines cytoplasmiques ayant la pro
priete de se her a la membrane teis que l’hemo
globine, l’aldolase, la giyceraldehyde 3 phos
phate dehydrogenase et Ia phosphofructokina
se selon un processus que nous reverrons pius
loin34’ 104, 122, 127, 160, 174, 251, 273, 274, 303, 306, 308 La
molecule complete de protéine 3 est associée en
homodimér&79’267’27’ et est repiiée sur elle
-même traversant la membrane au moms deux
fois.~6’204’269’27° Ii est possible que de plus
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hauts polymères soient presents dans la mem
brane.52 Tant sur le plan structural que fonc
tionel le segment cytoplasmique 43 000 D et le
reste de la molecule 55 000 D semblent large
ment indépendants: le fragment cytopiasmique
peut être facilment dive du reste de Ia bande 3
par protéolyse sans dénaturation du fragment
transmembranaire6 et sans modification im
portante du transfert des anions.93’212

Si les interactions moléculaires entre le segment inter
ne de la bande 3 et les protéines cytopiasmiques peu
vent éventueliement intervenir plus dans la déforma
bilité érythrocytaire, beaucoup plus importante sur le
plan physiologique est l’interaction entre bande 3 et
ankyrine qui amarre la protéine transmembranaire au
cytosquelette. L’extraction par le Triton X100 des ye
sicules retournées dépiétées en spectrine montre que la
protéine 3 est fortement iiée a i’ankyrine et a la protéi
ne 4.2.20 La protéine 4.2 est iiée a Ia bande 3306 mais
comme il a êté montré,2022~98 sa presence n’est pas né
cessaire a Ia liaison ankyrine-protéine 3. Celle-ci se
produit lorsque l’on met en presence le segment inter
ne 43 000 D de la bande 3 et l’ankyrine purifiée,20’2?
avec une haute affinité (Kd 8X10-9M) et une stoichi
métrie voisine de une molecule de fragment 43 000
pour une molecule d’ankyrine. Sur des vésicules dé
plétées en ankyrine la fixation de I’ankyrine marquee
est abolie par le clivage proteolytique préalable du
segment interne de la protéine 3 et considérablement
diminuée en presence d’immun-sérums spécifiques
anti-fragment 43000.20 La fixation de i’ankyrine
n’occupe que moms de 15% des segments 43 000 dis
ponibles a la surface cytoplasmique de la membrane2°
puisque le nombre de copies d’ankyrine par celiule est
de 10~ et que ceiui de Ia bande 3 est de l’ordre de
106.268

L’extraction de ghosts par le Triton Xi00 en pré
sence de 0,1 M KC1 n’extrait pas Ia totalité de protéi
ne 3, le reste étant formé d’un complexe avec l’ankyri
ne et les éléments du cytosquelette;2° cette fraction
particuiière de la bande 3 a été isoiêe sous la forme
d’un oligomère complexe ankyrine-bande 3, formé
d’une chaIne monomérique de chaque peptide,’6 con
firmant ainsi l’heterogéneite au moms fonctionelle de
la protéine 3217

L’interaction entre Ia protéine 3 et le cytosquelette
pose le problème de la mobilité de la protéine 3 et de
ses limites. Eigsaeter et coil avaient montré que la
spectrine restreignait la diffusion latérale des particu
les intramembranaires dont on sait qu’elles sont for
mées de protéine 358 et que la precipitation de Ia spec
trine a pH acide entrainait l’aggregation des particu
les;59 Yu et Branton304 observaient le même phénomè
ne en reconstituant les particules a partir de la bande 3
et de lipides. La mobilité latérale de Ia protéine 3 elle

-même a été démontrée par fusion ceilulaire avec le vi
rus de Sendai ou le polyethylene glycol après marqua
ge par fluorescence.67 Cette mobilité est augmentée de
près de 50 fois dans les globules rouges de souris con
génitalement dépourvues de spectrine.248 La limita
tion de la mobilité latérale de Ia bande 3 par ses inte
ractions avec le cytosquelette85 a été confirmée par
plusieurs travaux: Schindler et coil ont montré que la
mobilité était augmentée par les polyphosphates qui
déstabilisent le cytosquelette et diminuée par les poly
amines qui affectent l’état d’agréation de la
spectrine23’ Smith et Palek ont observe que Ia forma
tion de liaisons disuifides par oxydation de ia spectri
ne limitait la mobilité latérale de la bande 3259 Cette
limitation pourrait être due soit aux liaisons molécu
laires ankyrine-bande 3 soit a l’inclusion du segment
cytoplasmique de la protéine 3 a l’intérieur des mailles
du squelette par un phenomene purement physique;
Golan et Veatch8’ suggèrent que les interactions entre
bande 3 et cytosquelette pourraient être de deux or
dres: d’une part la formation, dépendante de la tern
pérature et de la force ionique d’un complexe bande
3-cytosquelette, et d’autre part une interaction a fai
ble affinité, indépendante de Ia force ionique et de Ia
temperature. II proposent que cette derniére interac
tion pourrait être représentée par un complexe entre
bande 3 et spectrine, completée par des associations a
haute et basse affinité entre spectrine et autres élé
ments membranaires.

Par ailleurs, la mobilité rotatoire de la protéine 3 a
I’intérieur de la membrane a été trouvée par certains
indépendantes du cytosquelette36 mais par d’autres Ii
mitée par les protéines du cytosquelette dans des vési
cules lipidiques reconstituées.219

L’enyjronnement lipidique au moms partiel de Ia
proteine 3 a conduit a des tentatives de reconstitution
d’un systéme lipides-proteine 3 soit sous forme de Ii
posomes soit en couches monomoléculaires de lipides.
Des vésicules forrnées de lécithine, de lipides d’origine
erythrocitaire, de cholesterol, de glycophorine et de
protéine 3, acquiérent la propriété de transfert des
anions;216 de même lorsque la bande 3 est incluse dans
des liposomes formés essentiellement de phospho
tidylcholine. 142,304

En couche monomoléculaire de lipides i’interac
tion lipides-bande 3 est largement dépendante du pH,
plus fort a pH acide que neutre ou alcaline, en fonc
tion du pK de ia protéine; l’affinité est nettement plus
haute pour l’acide phosphatidique et Ia phospha
tidylglycerol que pour la phosphatidycholine et les
sphingomyelines.233 L’utilisation de marqueurs de
spin confirme l’importance du pH dans la fluidité
membranaire et ie rOle qu’yjouent les proteines.302 De
telles interactions ont trés vraisembrablement une im
portance fornctionnelle. Koppel et coil ont trouvé une
relation entre la viscosité membranaire et la mobilité
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latérale de la bande 3129 et montrê que celle-ci était
augmentée par le triphosphatidylinositol, un phos
pholipide anionique;2~ cette action analogue a celle
d’autres polyanions serait expliquee par une déstabili
sation de squelette membranaire; le mécanisme serait
alors identique a celui de l’action du 2-3 DPG qui lui
aussi augmente la mobilité latérale de la bande 3•231•

2.°) Interactions protéines ‘membranaires-enzymes
cytosoliques

Ces interactions peuvent se concevoir sur le plan
structural par la demonstration de liaisons entre cons
tituants membranaires et enzymes et sur le plan fonc
tionnel par l’action d’enzymes cytosoliques sur des
substrats membranaires et réciproquement.

Dans les conditions habituelles de l’hémolyse
hypotonique c’est-à-dire en milieu tamponné a pH 7,5
et a force ionique inférieure a 0,010 M, la plupart des
activités enzymatiques de la glycolyse sont libérées
dans Ic milieu, a l’exception de 30% de l’aldolase, 50
a 70% de la glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogéna
se (GAPDH), 5% environ de la phosphoglycérate ki
nase et Ia phosphofructokinase. La part d’activité
enzymatique que reste fixé aux membranes est trés
largement dépendante de la temperature, du pH, de Ia
force ionique et de Ia presence de ligands propres a
chaque enzyme. Ainsi, l’augmentation de la force io
nique a 0,150 M et au delà entraine la liberation des
enzymes lies; la presence de NADH permet de décro
cher Ia quasi totalité de Ia GAPDH’50’25’ celle du fruc
tose 1-6 diphosphate d’éluer l’aldolase.273 La fixation
d’enzimes purifies sur les membranes préalablement
déplétées de l’activité correspondante est obtenue es
sentiellement en abaissant la force ionique du milieu.
Ainsi la GAPDH se fixe sur les stromas déplétés’22 sur
deux types de sites a haute et basse affinité’5° dont le
nombre total excède de 10 fois le contenu en GAPDH
d’un érythrocyte et selon une cooperation positive en
tre les molecules d’enzymes.306 La même dualité de si
tes a été rapportée pour la fixation de l’aldolase273’274
de la phosphoglycerate kinase.49

Les protéines enzymatiques se lient au peptide in
terne de Ia bande 3,122,273,274,306 sur le segment acide
situé au voisinage de l’extrêmité NH2 terminale’74’282
et sont compétitives les unes vis-à-vis des autres. La
stoichiométrie des liaisons bande 3-enzyme a été dé
terminée: le dimère de protéine 3 fixe deux molecules
de GAPDH tétramérique et de même chaque mono
mere de protéine 3 fixe une molecule d’aldolase274 et
une molecule de PFK.’°4 Les enzymes fixes ont des ca
ractéristiques cinétiques modifies;’24’232’263 l’activité
GAPDH par exemple est reversiblement inhibée par
la fixation sur la bande 3263,282 Le rOle des interac
tions moléculaires entre bande 3 et certains enzymes

cytosoliques est inconnu. Il n’est pas prouvé avec cer
titude que les fixations réversibles, aisément réalisées
in vitro, existent réellement in vivo même si certains
travaux démontrent la proximité de la GAPDH de la
membrane262 et sa fixation in situ.’28 Les conditions
experimentales d’étude sont eloignées des états
physiologiques; le mécanisme de la liaison parait être
purement électrostatique et si l’on peut penser que la
translocation membrane-cytosol peut jouer un role
dans le metabolism glucidique de l’erythrocyte is reste
a en apporter la preuve.

La fixation des protéines enzymatiques sur la ban
de 3 n’est peut être pas exclusive: Yeltman et Harris303
ont montré que l’aldolase pouvait se her au complexe
spectrine-actine par l’intermédiaire de l’actine et la
même constatation a été faite dans notre laboratoire
par J. Etiemble pour la phosphofrukinase (non pu
blié). Kirchner-Zilber et Shaklai’27 suggérent que la
bande 3 serait le siege des interactions a faible affinité
de l’aldolase, les sites a haute affinité étant localisés
dans le complexe spectrine-actine. D’autres types
d’interactions moléculaires existent entre enzymes
cytosoliques et membrane: ainsi a-t-il été montré que
la translocation de la cytochrome B5 réductase de la
membrane vers he cytosol était la consequence d’un
clivage proteolytique Ca2 + -calmoduhine
dépendant.’23

3.°) Interactions protéine 3-protéine 4.2

La protéine 4.2 est fixée a la protéine 3306 dans les
extraits au Triton et suit cette protéine hors de sa puri
fication. Elle n’est pas deplacee de Ia bande 3 par la
GAPDH comme le sont les protéines qui se fixent sur
Ic peptide interne de celle-ci. Les relations de ces deux
protéines ne sont pas actuellement éclaircies.

4.°) Interactions de Ia glycophorine A

La glycophorine A (ou glycoprotéine MN) princi
pale sialoghycoprotéine de la membrane érythrocytai
re a été identifiée par Winzler en 1969~°’ purifiée et
étudiée extensivement par Marchesi et ses
collaborateurs151 et Javaid et Winz1er.~4 Comme la
protéine 3 die traverse ha membrane de part en part
avec un segment externe porteur des radicaux glucosi
diques un segment proprement transmembranaire <<Ii
pophile>> et un segment interne cytosohique. Contrai
rement a cc qui est observe par la bande 3, l’extrêmité
NH2 terminale est exposée vers l’extérieur du globule
rouge, le COOH terminal vers l’intérieur.’53’’15’237
L’analyse structurale des segments peptidiques a été
effectuée109 et ha sequence totale achevée.279

La glycophorine est dans ha membrane sous forme
dimerique ou oligomérique.74’76’234 Sur gel de pol
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yacrylamide SDS la glicophorine A est responsable de
deux bandes colorées par la reaction a l’acide periodi
que Schiff PAS I et II; PAS I répond a la forme dime
rique de PAS 11.255 Par sa structure et son antigénici
té, elle est étroitement liée a la glycophorine B.73

Par son segment intramembranaire elle contracte
des liens avec les lipides qui l’environnent.’2° Ces liai
sons qui ont été étudiées a partir de reconstitution
avec des vésicules lipidiques sont responsables de Ia
formation de particules intramembranaires.236 Elles
immobilisent 4 a s molecules de phospholipides par
molecule de peptide214 et intéressent les résidus ami
noacides 62-8 1 et 82~96.218 Au moms dans les expé
riences de reconstitution, ces liaisons glycophorine A
-phospholipides semblent modifier les transfers trans
membranaires; l’introduction du fragment peptidique
intramembranaire purifié dans les liposomes augment
la perméabilité de la membrane liposomique vis-à-vis
du K~’34 et l’efflux du Na~ et du Ca2~213

Les interactions entre glycophorine A et autres
protéines membranaires ont été discutées. Yu et
Steck306 n’avaient trouvé aucune liaison entre les sia
loglycoprotéines d’une part, la bande 3 et les éléments
du cytosquelette de l’autre.

Des relations glycophorine A-protéine 3 ont ce
pendant été plus récemment démonstrées par une élé
gante méthode: la mesure de la mobilité rotatoire de
Ia bande 3 est établie en l’absence et en presence d’an
ticorps antiglycophorine A specifiques; la presence de
ces anticorps inhibe la mobilité de la bande 3 faisant
conclure a l’existence de liaisons entre les deux protéi
nes. 178

D’autres experiences ont montré que Ia fixation
d’une lectine de germe de blé sur la portion externe de
la glycophorine A inhibait profondément Ia déforma
bilité érythrocytaire étudiée para ektacytométrie et
qu’il en était de même si un immun-sérum spécifique
de la moitié externe de la glycophorine A était
utilisé:35 cette inhibition serait provoquée par une in
teraction moléculaire entre la glycophorine et les pro
téine du cytosquelette.

5.°) Interaction glycophorine C-protéine 4.1

La glycophorine C répond a la glycoprotéine PAS
2 de l’électrophorese sur gel de polyacrylamide SDS.
Mueller et Morrison’71 ont constaté que cette glyco
protéine était peu ou pas extractible par le Triton
X100 et restait fixée au cytosquelette dans les
<<shells>>. Si a l’opposé les ghosts étaient déplétés en
complexe cytosquelettique par incubation avec NaOH
O,1N, la glycophorine C était extraite par le Triton.
Par extraction selective des protéines du cytosquelet
te, en faisant varier le pH du mulieu, ces auteurs ont
pu montrer que Ia glycoproteine était liée a la protéine

4.1; un argument supplémentaire pour authentifier
cette liaison est la constatation chez un sujet atteint
d’elliptocytose, de l’absence concomitante de la pro
téine 4.1 et de la glycophorine C.17° Pour rendre
compte de cette liaison Mueller et Morrison ont pro
posé le nom de glycoconnectine’7’ pour cette glyco
proteine qui constituerait done le second site d’amar
rage du cytosquelette aux protéines intrisèques.

6.°) Interactions hemoglobine-membrane

Les interactions entre l’hemoglobine et Ia mem
brane du globule rouge sont connues depuis que l’on a
cherché a obtenir des <<stromas blancs>> par hémolyse
hypotonique:51”6° l’influence du pH et de la force io
nique du milieu sur la liberation de l’hemoglobine a
partir des membranes5’ et sur la fixation de l’hémo
globine sur les membranes isoléesM ont conduit a con
sidérer les liaisons Hb-membrane comme purement
electrostatiques et fait douter de leur role physiologi
que. En effet, si une faible quantité d’hémoglobine
(environ 1 °lo) reste fixée a la membrane a pH bas6”5 la
totalité est libérée a pH physiologique;7’6’ 160 inverse
ment, dans les experiences de fixation celle-ci ne se
produit qu’a pH inférieur a 7. L’emploi de sondes
fluorescentes24’ a confirmé le role du pH et montré Ia
presence de deux types de sites membranaires a pH 6
l’un ayant une haute affinité, avec une constante
(lxlO8M-’) pour un nombre de copies de 1,2x106 par
cellule, l’autre a faible affinité avec une constante de
6x1O6M~ pour 6x1O6M sites par cellule.242 Une corn
petition entre la fixation de l’Hb et celle de Ia
GAPDH22° pour les sites a haute affinité a conduit a
identifier ceux-ci a Ia protéine 3 et plus particuliere
ment au fragment cytoplasmique de celle-ci.34”27’308
La liaison artificielle hémoglobine-membrane obte
nue par l’oxydation par le complexe Cu2~-O-
-phenanthroline se fait sur ce segment d’une par, sur
la chaIne f3 de Ia globine de l’autre.227 A pH physiolo
gique il a été montré par resonance paramagnétique
électronique qu’il existait une interaction hémoglobi
ne-membrane, largement dependante de la concentra
tion en hémoglobine mais répondant a une liaison a
trés basse affinité;72 cette interaction s’accroit propor
tionnellernent a la baisse du pH.

Cette interaction semble répondre a des sites de fi
xation situés non dans la fraction protéique de Ia
membrane mais parmi les lipides.242 Szundi et col1275
utilisant les couches monomoléculaires de lipides ont
montré que l’interaction de l’hémoglobine et de la
couche lipidique se produisait dans les regions acides
du film lipidique, qu’elle diminuait si le pH était aug
menté, qu’elle était encore présente en pH physiologi
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que et qu’eile se faisait avec la phosphatidylsérine; se
résuitat a été confirmé253 a partir de liposomes et ii a
été précisé que deux mécanismes successifs interve
naient: d’abord une interaction électrotastique entre
Hb et vésicuies puis une déshémination de i’Hb avec
transfert de i’hème dans la phase lipidique et rejet de
la giobine dans Ia phase aqueuse.

Oxy et deoxyhêmoglobine sont toutes deux capa
bles de se fixer sur la membrande au niveau de Ia ban
de 3220 sous la forme de dimère a haute affinité pour
l’oxygène pour l’oxyhémogiobine et sous forme de té
tramére pour la deoxyhemoglobine;22° la liberation de
i’oxygène par la chaIne beta du dimère, iiée a la mem
brane est fortement ralentie par la liaison ce qui est
analogue a cc qui se produit pour les enzymes fixes
dont les caractéristiques cinétiques sont modifiées.
L’affinitê de la deoxyhemoglobine A pour les mem
branes est plus faible que ceile de l’oxyhemoglobine.238

Les interactions entre hemoglobine et membrane
sont susceptibies de jouer un role dans la déformabili
té membraneire dans les conditions pathologiques tels
que la diminution du pH ou de la force ionique intra
cellulaire mais surtout en presence d’Hb S. Fisher et
coil ont montré que dans les conditions expérimenta
les identiques pius d’Hb S que d’Hb A restait fixée
aux membranesM et Shaklai et coil que ia deoxyhemo
globine S avait une affinité pius grande que ia deoxy
hemoglobine A pour les membranes.240 Une part de la
deoxyhemoglobine S fixée aux membranes i’est irrt
versiblement scion une modalité a deux temps succes
sifs: un premier temps de liaison avec la bande 3 et un
second de liaison aux lipides reflétant l’hydrophobici
té de i’HbS plus grande que celle de i’HbA. Cette liai
son irreversible pourrait être un éiément de ia forma
tion des drepanocytes irréversibles dont ia déformabi
lité est, comme us est connu pratiquement abolie. Par
ailleurs, ii a été suggéré que la membrane érythrocy
taire accélérait la vitesse de polymérisation de Ia
deoxyhemogiobine S, la face interne de ia membrane
servant de ~<moule>> a la polymérisation25° mais cc fait
reste controversé.82

L’hemogiobine n’a pas d’interaction directe avec
la spectrine. Cependant l’une et i’autre fixent de 2-3
diphosphoglycerate et ia fraction de i’hemogiobine
proche de la spectrine est en competition avec ceile-ci
pour cette fixation; iorsque cette fraction d’Hb est
sous forme d’oxy-Hb, le 2-3 DPG se fixe a la spectri
ne; mais après liberation de l’02 la deoxyhémogiobine
déplace de 2-3 DPG lie a Ia spectrine scion un proces
sus de translocation entre les deux protéines.239 Bien
que le fait ait été propose il n’est pas sGr que cette
translocation joue un role dans l’affinité de i’oxygène
pour l’Hb. Par contre, le 2-3 DPG et l’ATP qui corn
me ies autres polyphosphates dissocient ie cytosque
lette pourraient moduler en les affaiblissant ies inte
ractions moléculaires des protêines de celui-ci.245

ROLE DES PHOSPHORYLATIONS

La membrane érythrocytaire renferme des activi
tés proteine-kinasiques multipies susceptibies de phos
phoryler les protéines membranaires in sjtU.8 Deux
types de protéine kinase ont été purifies de la mem
brane des giobules rouges humains: une caséine kina
se phosphorylant principalement Ia spectrine et la
protéine 3 et accessoirement des composant mineurs,
une histone kinase de type I dépendante de I’AMP
cyciique et agissant sur i’ankyrine, les protéines 2.5,
2.9, 4.5, 4,9 et 5~25. 26

La phosphoryiation de la spectrine est sous ia dé
pendance de i’activité de la caséine kinase membra
naire dont i’affinité pour Ia spectrine, supérieure a
ceile vis-a-vis de Ia caséine,25 iui mérite le nom de
spectrine kinase. Seule la chaIne beta de la spectrine
est phosphorylée par cet enzyme; quatre sites phos
phorylabies (sérine et threonine) y sont situes vers une
extrémité de la chaIne’°° a distance du site de fixation
de ceile-ci sur i’ankyrine.2M~26S A i’état d’équilibre
9O~’o des sites de phosphorylation de la s~ctrine sont
occupés dans les membranes intactes.~,lW

Les travaux de Sheetz et Singer249 et Birchrneier et
Singer24 sembiaient indiquer que l’état de phosphory
lation de la spectrine influencait Ia forme des eryth
rocytes et des ghosts et que les modifications morpho
logiques induites par la depletion en ATP étaient pro
duites a travers la dephosphorylation de la spectrine.
Des résultats opposes ont été rapportés indiquant que
l’état de phosphorylation de la spectrine n’avait pas
de responsabilité dans les modifications de forme
dues a la déplétion en ATP.4”89

Dans l’état actuel de nos connaissances la phos
phorylation de la spectrine ne sembie intervenir ni
dans l’equilibre dimère-tétramère,’94’291 ni dans la fi
xation de la spectrine sur l’ankyrine4 ni dans la liaison
spectrine-actine.27 Certains faits ne peuvent cepen
dant étre négligés: Pinder et coil’93 ont montré que la
gélification des ghosts normaux était obtenue par in
cubation en presence d’ATP et de spectrine kinase et
était inhibée par la presence d’une phosphatase, expé
riences évoquant Ic contrôle des interactions entre ac
tine et spectrine par la phosphorylation de ceile-ci;194
si le fait lui-rnême est solidernent établi, son inter
pretation reste incertaine.

Dhermy et coll50 ont observe une variante beta’ de
la chaIne beta de la spectrine, raccourcie d’un peptide
porteur de sites de phosphorylation et dont la présen
cc dans un hétérodimère a fi’ empêchait la formation
d’un tétrarnère a~fi’2. Ii n’est certes pas prouvé que cc
défaut de tétramérisation soit du a l’absence des sites
phosphoryles mais ii pourrait en être ainsi.

Par ailleurs, ii n’est nullement prouvé que la spec
trifle et d’autres protéines membranaires ne soient
phosphorylées que par protéine-kinases jusqu’ici iso-
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lees. Nelson et coil176 ont décrit une activité protéine
kinasique dépendante de la caimoduline et que aurait
la spectrine comme substrat. D’autres protéines kina
ses ont leur activité dépendante de Ia presence de
phospholipides et de Ca2 ~: ii parait nécessaire d’en
rechercher l’existence et le role éventuei dans la mem
brane érytrocytaire •283

Les protéines phosphorylées par l’activité dépen
dante de i’AMP-cyciique sont l’ankyrine, ies protéi
nes 2.5, 2.9, 4.1, 4.5, 4.9 et l’actine. L’actine éryth
rocytaire extraite de ghosts en milieux de faibie force
ionique est phosphoryiée par la protéine kinase cAMP
dépendante de la membrane selon un processus analo
gue a ceiui montré par d’autres auteurs.92’198~272293
L’actine n’est pas phosphorylée par Ia protéine kinase
AMPc dépendante dans Ia membrane entière, c’est-à
-dire dans sa forme a fois poiymérisée et Iiée aux au
tres éléments du cytosquelette; ia dépolymérisation au
moms partielle, que se produit dans les milieux de fai
ble force ionique rend l’actine phorphorylable; dans
la forme F in situ, ies sites de phosphorylation ou bien
sont masques et inaccesibles a l’enzyme, ou bien sont
saturés, et dans ce cas l’actine serait alors déphos
phoryiée simultanément a sa dépolymérisation. La
presence d’oligomeres réduits restés fixes a la spectri
ne en milieu de fable force ionique pourrait expliquer
l’apparente phosphorylation AMP-cyclique dépen
dente de la chaIne alpha de Ia spectrine observée dans
certaines conditions.

Le role joué éventueilement par Ia phosphoryla
tion AMPc dépendante de l’actine érythrocytaire est
inconnu. Ii a été montré que ia phosphorylation ralen
tissait et inhibait la polymerisation d’actines d’autre
origine92’293 ii peut ëtre suggéré qu’il en est de même
pour celle de l’érythrocyte et que si cette phosphoryla
tion existe in vivo elle pourrait rendre compte du ca
ractère limité de la polymérisation.

L’ankyrine est phosphoryiée en presence d’AMP
cyclique dans Ia membrane totale, les vésicules retour
nés ou en solution. Le role de cette phosphorylation
est inconnu. Elle ne joue pas dans l’identiquement sur
les vésicules retournés, que l’ankyrine y soit phos
phorylée ou non (MC Lecomte, H. Gautero, P. Boi
yin, travaux non publiés) on ignore si elle intervient
dans les relations avec Ia bande 3 ou ies lipides. La
b~nde 4.5 semble denver par protéolyse de la protéine
3 principale protéine intrinsèque. Elle représenterait
donc un fragment de cette protéine porteur des sites
de phosphorylation AMPc dépendants, le reste de la
protéine 3 étant phosphorylé sans stimulation par des
nucléotides cycliques. En fait, ii est possible que la
protéine 4.5 que est le support de la pénétration facili
tee du glucose19’ soit une protéine autonome liée a la
protéine 3.

Difficile a séparer de l’actine, la protéine 4.9 qui
est composante des Triton Shells subit elie aussi une

importante phosphorylation AMPc dépendante.
L’origine, la nature et le role de cette protéine sont in
connus.

Les bandes 2.5 et 2.9 qui pourraient être des pro
duits de protéolyse partielie de l’ankyrine sont elles
aussi porteuses de sites de phosphorylation AMPc dé
pendantes. Si ces protéines (ou ces fragments) jouent
un role dans les interactions cytosqueiett-reste de Ia
membrane ce role reste a prouver et l’importance de la
phosphorylation a démontrer.

ROLE DU CALCIUM

L’érythrocyte humain normal contient des trés fai
bles quantités de calcium, la concentration en étant de
l’ordre de 107M. La membrane érythrocytaire est
maintenue contre un gradient electrochimique grace a
l’extrusion du calcium par une pompe supportée par
une ATPase dépendante du Mg2 + et activée par le
Ca2 + ;230 en fonctionnement normal cette pompe peut
rejeter hors du globule rouge 85 de Ca2~ par minute
et par millilitre de globules rouges a pH 7,4 et a
37°C 224

Liée a ia membrane dont elle peut être extraite
avec les protéines hydrosolubles du cytos
quelette’26’ 215, 297 l’ATPase (Mg2~ + Ca2~) est pré
sente sous deux formes a haute et faible affinité pour
le Ca2 + 126,199,228 dont l’interconversion est sous la dé
pendance de la calmoduline.90”2 Celle-ci est contenue
dans le cytosol de l’erythrocyte a partir duquel elle a
été purifiée.”3 La forme a forte affinité pour le Ca2~
de la (Ca2~ + Mg2~) ATPase répond a I’existence
d’un complexe enzyme + calmoduline (133, 229). La
calmoduline est capable de se fixer sur les membranes292
non seulement sur l’ATPase ce qui peut servir a puri
fier celie-ci sur des colonnes de Sepharose
calmoduline78”8’ mais probabiement aussi sur Ia spec
trifle.260’261 La fixation de la calmoduline a la (Ca2~
+ Mg2~) ATPase est reversible et depend de la con
centration en Ca2 + du milieu;66 lorsque Ia concentra
tion en Ca2~ est très basse de l’ordre de 1O~ — 108M
comme celá est le cas dans l’erythrocyte normal, la
caimoduline est dissociée de l’ATPase a laquelle elle
se réassocie lorsque la concentration du Ca2 + aug
mente et atteint 10-6 a 105M;66 une telle interaction
dépendante du Ca2 + explique que la pompe a Ca2 ~ se
mette en action lorsque la concentration cytosolique
du calcium augmente, entrainant par une transloca
tion de Ia calmoduline du cytosol a l’ATPase mem
branaire, une fixation equimolaire des deux protéines9
et de ce fait le maintien d’une concentration basse du
Ca2 + dans le cytosol par activation de l’ATPase. Ii est
a remarquer que comme beaucoup d’enzymes dont
I’activité est dépendante de Ia calmoduline, la Ca2 +

ATPase voit son activité augmentêe par protéolyse
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partielle’80’ 222 et inhibée par un certain nombre de
drogues principalement les phénothiazines;77 par au
leurs is existerait un inhibiteur thermolabile antagoniste
de la calmoduline dans le cytosol érythrocytaire.223

Toute diminuition de l’activité de la (Ca2~ +

Mg2~) ATPase entraine une accumulation du Ca2~
érythrocytaire. Tel serait notamment le cas du vieillis
sement physiologique des globules rouges pendant le
quel cette activité diminue parallèlement a cette de la
calmoduline.57

Depuis les travaux de Weed, la Celle et co11296 il est
connu que la déplétion métabolique entraine une chu
te de l’ATP et. une augmentation importante de la
concentration du Ca2~ dans l’érythrocyte lesquelles
s’accompagnent d’une retraction de Ia membrane, de
la formation d’echninocytes et d’une diminution de la
déformabilité.187 Les consequences de Ia déplétion en
ATP et celles de l’accumulation du calcium doivent
être séparées l’une de l’autre. Les modifications de
forme du globule rouge qui suivent Ia déplétion méta
bolique ne sont pas dues a l’accumulation du Ca2 + et
se produisent expérimentalement sur les ghosts dont le
Ca2 + et maintenu bas par l’ionophore A23 187 en pré
sence d’EDTA.62

Selon certains auteurs les modifications de forme
et la diminuition de la déformabilité produites par
l’accumulation du Ca2 + sont dues essentiellement a la
déshydratation cellulaire que le Ca2 + entraine par ef
fet Gardos c’est-à-dire par perte de K~ et d’eau.37 Les
concentrations de Ca2~ nécessaire pour enduire les
liaisons entre les protéines de la membrane dans les
ghosts isolés et refermés sont hors des concentrations
observées en physiologie comme en pathologie humai
ne:102’103 encore faut-il tenir compte dans l’interpréta
tion des résultats que les experiences menées avec des
ghosts refermés réalisent des condition bien différen
tes de celles des hématies entières dont le cytosol con
tient des protéines en interactions permanentes avec
celles de la membrane. Soumises a une pression de ci
saillement sub-hemolytique, les hématies entières ac
cumulent du Ca2~ et leur déformabilité est diminuée
sans que soient modifiées les concentrations intra-cel
lulaires des cations sodium et potassium, les taux
d’ATP et de Mg2 +, le volume et la morphologie cellu
laire. 182

En fait, l’intervention du cytosquelette dans les
modifications de la forme et dans la diminuition de la
déformabilité érythrocytaire a été montrée par Palek
et coll que ont observe que la charge en Ca2~ des ghots
déplétés en spectrine ou exposés a la N-ethyl-maléimi
de restait dépourvue d’effet.’85 Par ailleurs, était de
montré que dans les ghosts charges en calcium on ob
servait par electrophorèse SDS la formation d’agré
gats moléculaires et des phénomènes de protéo

lyse33’ 125, 281 évoquant l’intervention d’enzymes acti
yes par le calcium.3

Les transglutaminases catalysent sous la dépen
dance du Ca2~ la formation de liaisons E(y
glutamyl)lysyl. Leur activité sur les protéines mem
branaires du globule rouge a été décrite par Dutton et
Singer56 et par Lorand et coll’~ qui ont montré la par
ticipation de la spectrine et de Ia protéine 3 dans la
formation, induite par l’enzyme, de complexes protéi
ques de haut poid moléculaire. Ii a été montré14’ que
l’augmentation de la teneur en calcium intraglobulai
re entrainait l’activation de l’enzyme et la formation
dans Ia membrane de polymères intéressant principa
lement la spectrine et la protéine 4.1.~ Ces polymères
de masse moléculaire different sont riches en liaisons
£(y glutamyl)lysine ce qui est un argument de plus
pour penser qu’ils sont formés sous l’action d’une
transglutaminase. Par ailleurs, la déplétion métaboli
que et Ia diminution du taux de l’ATP qui l’accom
pagne entrainent une inactivation de la transglutami
nase et une remarquable diminution de la formation
des complexes moléculaires sous l’influence du
Ca2 + 38, 138 Purifiée a partir du cytosol des érythrocy
tes humains28 la transglutaminase activée par le Ca2 +

intervient ainsi très certainement dans la diminution
de la déformabilité menbranaire qui accompagne l’ac
cumulation de Ca2~ dans l’érythrocyte tant expéri
mentalement, en utilisant par exemple l’ionophore
A23 187130,141 que dans les conditions cliniques, telle la
drépanocytose, oü une telle accumulation se produit.

Ii est a noter que la spectrine en elle-même a peu
d’affinité pour le Ca2 + et les cations bivalents en gé
néral et que les faibles interactions\de ceux-ci avec la
spectrine n’entrainent d’agrégation moléculaire que
pour des concentrations élevées de Ca2 + (supérieures
a 2mM) très loin des concentrations physiologiques.’3

La presence d’enzyme protéolytique dans les
érythrocytes est connue depuis les travaux déjà an
ciens de Morrison et Neurath165 puis de Haschen’0’ et
de Schulz.235 Des activités enzymatiques multiples ont
été décelées et plus ou moms purifiées a partir du
cytosol’96’ 197,209 certaines diminuant progressivement
en fonction de l’age des érythrocytes.’55 Une protéase
cytosolique agissant a pH neutre a son activité dépen
dante de Ia presence d’ions Ca2 ~ a concentration voi
sine de 50 JAM; cette activité est réglée en outre par la
presence d’un inhibiteur spécifique qui forme avec
l’enzyme un complexe inactif lorsque la concentration
d’ions Ca2~ est élevée)56’157

L’enzyme aurait une spécificité relative pour la
chaIne f3 de la globine dont nous avons vu plus haut
qu’elle était suspectible de se fixer au segment interne
de la protéine 3. Une thiol protéase Ca2 + dependante
et son inhibiteur spécifique ont également été pun-
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fiées du cytosol;’73 l’enzyme agirait préférentiellement
sur les protéines 3 et 4.1 de la membrane érythrocytai
re.

Le rOle physiologique et éventuellement pathologi
que de ces protéases cytosoliques Ca2 + -dépendantes
est encore très incertain; ii a été propose que l’une
d’entre elles aurait comme substrat Ia pyruvate kinase
érythrocytaire dont elle pourrait regler la structure et
l’activité.47 Ii a été récemment démontré que la tropo
nine du muscle cardiaque devenait sensible a l’action
d’une protéase neutre Ca2~-dépendante lorsqu’elle
était préalablement phosphorylée par une protéine ki
nase dépendante de l’AMP cyclique.208 On peut pen
ser qu’un tel mécanisme pourrait intervenir vis-à-vis
des protéines membranaires susceptibles d’une telle
phosphorylation.

Des activités protéolytiques ont également été locali
sees dans les membranes erythrocytaires.9~lOl123~lM~2O8~27S
Ces enzymes seraient capables de degrader les chaInes
a et (3 de la globine9 et seraient responsables de l’auto
digestion des protéines membranaires;254’278 l’une
d’elles, une protéase neutre Ca2 ~-dépendante est acti
vée in vitro sur la protêine 3 qui est degradee en com
posants ayant la mobilité electrophorétique des ban-
des 4.5 et 7 et en peptides plus petits.83

Le calcium pourrait, par ailleurs, provoquer la
translocation de protéases cytosoliques et leur liaison
a Ia membrane: Allen et Cadma& ont montré ainsi
que lorsque des membranes sont incubées en presence
de protéase et de calcium on notait une diminution de
la spectrine, des protéines 3 et 4.1 et l’apparition de
multiples peptides de faible masse moléculaire. S’il en
est de même in vivo, les protéases neutres cytosoliques
ou membranaires activées par le calcium pourraient,
dans les circonstances oü se produit une accumulation
de Ca2 + intracellulaire, être responsables d’une dé
gradation proteolytique des protéines membranaires
et par voie de consequence d’une déstabilisation des
interactions moléculaires. Dans l’exceptionnelle ob
servation d’une anémie hemolytique accompagnée
d’élévation du taux de Ca2~ intracellulaire et d’une
perte de spectrine de tels phénoménes de protéolyse
pourraient être discutés.207

ROLE DE L’ATP

Dans les experiences d’incubation in vitro dans les
conditions de déplétion metabolique c’est-à-dire en
l’absence de glucose, Ia concentration de l’ATP éryth
rocytaire diminue rapidement. Lux et coll ont
montré147 que parallèlement a la chute du taux
d’ATP, on observait une augmentation de la part
inextractible de Ia spectrine. Celle-ci se produit rapi
dement lorsque la concentration en ATP est inférieur
a 15% environ de la concentration normale. Une telle

augmentation ne se produit pas lorsque les hématies
sont incubées en presence de glucose. L’extractibilité
de la spectrine peut en outre être reversible si les con
ditions metaboliques permettant la production d’ATP
sont réalisées après un certain temps d’incubation
dans des conditions défavorables. De l’actine et de
l’hemoglobine sont elle-mêmes accumulées et non ex
traites des membranes en depletion d’ATP. Ces modi
fications vont de pair avec la perte de cations mono
valents, l’accumulation de Ca2~, la diminution de la
déformabilité érythrocytaire décrites par Weed et La
Celle;296 comme nous l’avons vu plus haut les modifi
cations de forme induites par la depletion métaboli
que sont independantes de celles provoquées par l’ac
cumulation du Ca2t L’abaissement du pH du milieu
a moms de 5,5-6 et l’élévation de la temperature a plus
de 49°C entrainent la dénaturation de Ia spectrine et
son inextractibilité sans relation avec la tenuer en
ATP’36’257

L’inextractibilité de la spectrine pourrait expliquer
Ia liberation par les hématies en déplétion métaboli
que de vésicules dont l’analyse a montré qu’elles ne
contenaient plus de spectrine.’~’ Une telle liberation
est egalement produite lors de l’accumulation du
Ca2 +, inhibée par I’EDTA et peut-être sous la depen
dence de Ia calmoduline;’72 le mécanisme interne inte
ressant la spectrine peut être identique a celui de la dé
plétion en ATP méme si l’un des temps de la vésicula
tion est due a la formation de diacylglycerol a partir
des phospholipides.

L’inextractibilité de la spectrine est expliquée par
la formation de complexes macromoléculaires formés
essentiellement de polymeres de spectrine et de protéi
nes 4.1, 4.5, 4.9, 5 et 8186 complexes mis en evidence
par électrophorèse sur gel de polycrylamide SDS dans
les membranes solubilisêes d’hématies incubées en dé
plétion métabolique aérobie a partir de la I 8ème heu
re d’inhibition environ.186 En même temps que ces
formations de polyméres de haut poids moléculaire,
ces membranes sont le siege d’une retention d’hémo
globine.186 La formation des complexes de haut poids
moléculaire se ferait en deux temps: un rearrangement
des protéines membranaires suivi de liaisons disulfi
des par oxydation des groupes sulfhydriles des mole
cules proteiques voisines les unes des autres.

En fait, les conditions de depletion métabolique
réalisées experimentalement in vitro sont la caricature
de ce qui est susceptible de se produire in vivo dans les
circonstances pathologiques s’accompagnant de dimi
nution de la concentration d’ATP erythrocytaire. Si
Ia formation de liaisons entre les protéines membra
naires se produit en l’absence d’ATP cela signifie que
celui-ci joue un role dans le maintien de l’equilibre des
interactions moléculaires normales. La multiplicité
des reactions dans lesquelles l’ATP est imparti lui fait
jouer potentiellement un role important dans chacun

23



PIERRE 801 VIN

des éléments qui controlent la déformabilité éryth
rocytaire, même si ce role est encore mal compris.

Ii intervient dans Ia viscosité interne: comme subs
trat des ATPases ii règle Ia concentration des cations
monovalents et par voie de consequence le volume du
globule rouge, l’ionicité du milieu intérieur; comme
modulateur accessoire de la fixation de l’02 il modifie
l’hémoglobine; ii est un élément capital de l’intégrité
structurale morphologique et fonctionnelle de la
membrane: il est nécessaire a l’echange des phospholi
pides, il évite la formation des cross-linkages entre
protéine membranaire; ii est le substrat des protéine
-kinases dépendantes et indépendantes de l’AMP-cy
clique grace auxquelles sont phosphorylées les protèi
nes membranaires; comme substrat de l’ATPase a cal
cium ii règle le taux de ce cation dans le cytosol et la
membrane et èvite indirectement Ia formation de
complexes macromoléculaires anormaux; en excés, ii
destabilise le cytosquelette.

ROLE DES OXYDATIONS

Les agents oxydants ont Ia capacité de réagir avec
l’02 pour former les espèces réactives de l’oxygene ou
radicaux libres dont la toxicité pour les cellules est re
doutable; l’oxydation de l’hémoglobine peut être a
l’origine de ces formes activées de l’oxygene O~, ‘OH
et H202. Le globule rouge possède avec la superoxyde
dismutase un agent de destruction rapide de l’O~ est
avec la glutathion peroxydase un enzyme de détoxica
tion des peroxydes. Dans ces circonstances pathologi
ques, les systèmes de lutte contre l’oxydation peuvent
être débordés comme celâ est le cas par exemple au
cours des deficits en G6PD. Les agents oxydants en
trainent alors trois types de lesions: la formation de
dérivés d’oxydation de l’hemoglobine, le couplage des
protéines de la membrane rigidifiant celle-ci et blo
quant sa déformabilité, la peroxydation des lipides de
la membane.

Expérimentalement les consequences de l’oxyda
tion sur les membranes érythrocytaire ont été étudiées
principalement au moyen des oxydants des groupes
sulfhydriles.256’267’294’295 Les agents réactifs des grou
pes SH que ne traversent pas la membrane sont dé
pourvus d’action; ceux que pénétrent dans le globule
rouge en diminuant la déformabilité et les agents dé
fonctionnels tels que la diamide, le tétrathionate, la
N-N’ p-phénylénedimaléimide sont plus efficaces que
les agents monofonctionnels comme la N-éthylmaléi
mide. Leur action est empêchée ou réversée par les
protecteurs des groupes sulfhydriles.63 Le système
oxydatif Cu2~-orthophènanthroline a été l’un des
plus employé.94’ 138,267,294 Sous son influence sont for
més des oligomeres de spectrine ne semblant pas dé
passer le niveau du tétramère137 et des complexes com

prenant Ia spectrine et Ia bande 4.9, des dimères, tn
mères e tétramères de la bande 3, des dimères des ban-
des 4.1, 4.2 et 5 et des composants complexes de haut
poids moléculaire. La diamide produit des cross-un-
kings analogues avec une action préférentielle sur la
spectrine63 et la formation de liaisons entre Ia spectri
ne et Ia bande 3, limitant Ia mobilité latérale de celle
-ci.259 Les cross-linkings produits sous l’influence de
la diamide diminuent la temperature critique de frag
mentation des hématies.307 Celle-ci est très précisé
ment de 49°C’45’148 et répond a Ia temperature de dé
naturation de la spectrine, est abaissée aux environs
de 44°C; le phénomene est reversible par les agents de
reduction des groupes sulfhydriles. La diamide inhibe
la phosphorylation de la spectrine’°7 probablement en
masquant les site de phosphorylation dans les comple
xes multimoléculaires.

L’effet de liaison entre les protéines voisines obte
nues par le système Cu2 + -orthophenanthroline peut
semble-t-iI être provoqué par le cuivre seul;’75’221in vi
tro, le sulfate de cuivre provoque la formation de
ponts disulfures et diminue la déformabilité globulai
re avant que n’apparaissent Ia diminution du rapport
surface/volume, l’oxydation de I’hémoglobine3°° et
l’augmentation de la viscosité interne (175), données
qui peuvent être en cause in vivo lors de l’intoxication
par le cuivre et lors des hémolyses de la maladie de
Wilson.

Expénimentalement, sur les hématies entiéres cer
tains réactifs des groupes SH provoquent des liaisons
entre l’hémoglobine d’une part et les protéines mem
branaires: spectrine, 2.2, 2.4, 3, 4.1, 4.2, 6 et 7;295 ces
liaisons oxydatives sont différentes de celles que nous
avons vues plus haut entre hémoglobines et segment
interne de la bande; elles peuvent expliquer les diffi
cultés rencontrées pour obtenir des membranes blan
ches dépourvues d’Hb a partir de certains globules
rouges pathologiques.

Les agents oxydants agissent en outre sur les lipi
des membranaires provoquant la peroxydation lipidi
que et Ia production de malonyldialdehyde; le calcium
aurait un rOle potentialisateur de cette
peroxydation.” La malonyldialdehyde provoquerait
secondairement des liaisons entre protéines formant
des complexes de haut poids moléculaire incluant la
spectrine”° et diminuerait la déformabilité’90 comme
dans certaines conditions pathologiques.65

CONCLUSION

Le rOle joué par Ia membrane dans la déformabili
té érythrocytaire est fondamental. Ii est vrai que le
mécanisme immédiat de la déformabilité est souvent
celui des modifications de la viscosité interne et/ou du
rapport surface/volume. Mais en dehors des altéra
tions des propriétés physiques de I’hemoglobine, la
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viscosité interne est sous la stricte dépendance des
transferts trans-membranaires d’eau et des cations qui
sont une propriété fonctionnelle essentielle de la mem
brane. En dehors de l’h-ydrocytose elle-même due a
des troubles de transfert primitivement membranaires
entrainant une augmentation du volume érythrocytai
re, les modifications du rapport surface/volume sont
dues a une diminution de Ia surface membranaire. La
perte de fragments de membrane peut être d’origine
exogène comme au cours des anémies hémolytiques a
autoanticorps ou par fragmentation, mais elle résulte
dans de nombreux cas d’une alteration structurale de
la membrane elle-même.

La flexibilité membranaire depend de l’intégrité
d’une structure protéique complexe dans laquele le
squelette membranaire a un role privilégié mais non
exclusif. Chaque molecule protéique intégrée dans ce
squelette y intervient pour en assurer la stabilité, les
exemples recueillis dans Ia pathologie congenitale en
apportant la demonstration. L’équilibre de la mem
brane est également sous Ia dépendance des interac
tions entre les molecules du cytosquelette, les protéi
nes dites intrinsèques et la bicouche lipidique. Ma
Iheureusement, les facteurs qui commandent ou in
fluencent ces interactions sont encore mal connus. Les
roles du calcium, de l’ATP, des agents oxydants ont
déjà fait l’object de travaux importants dont les résul
tats ne sont pas toujours décisifs; celui des phos
phorylations reste inexplique. Ii reste donc beaucoup
a apprendre. Deux modèles méthodologiques peu
vent, a côté des recherches physiques et chimiques ha
bituelles, aider aux progrès: d’une par l’observation
privilégiee d’anomalies structurales héréditaires de
protéines membranaires qui permet de connaitre le rô
le de ces protéines et de leurs sites fonctionnels, d’au
tre part l’utilisation de substances chimiques par
exemple médicamenteuse, modificant les propriétés
membranaires, a condition de connaitre précisément
le point d’impact de ces substances.
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