STRUCTURE ET FONCTION
D'UNE PROTEINE GLOBULAIRE
L"HEMOGLOBINE

TRANSPORT D'OXYGENE

METABOLISME *
APPORT-TRANSPORT

i REDUCTION
Heme : structure organique ROLE DES ERYTHROCYTES

Fer : structure minérale
HEMOPROTEINE

[ ASPECTS GENETIQUES% D' O2

Oxygene

Protéine : structure organique ,
protéique GLOBINE TRANSPORT

DISPONIBILIT
& COFACTEURS

ROLE DU CO2 DE LA
FONCTION DE

TRANSPORT




A.. STRUCTURES

1/ Description : les partenaires et leur association a
1 oxygéne

2/ Evolution ancestrale de 1 “hémoglobine

3/ Evolution de 1’hémoglobine au cours de
I"ontogénese

B . LES GENES DES PROTEINES . LES GLLOBINES

1/ Localisation des familles de génes au niveau des
chromosomes
2/ Description :
a- genes o

b-génes 3
c-Eépissage des genes a et 3
3/ Régulation

C. METABOLISME DE 1L."HEME

1/ Syntheése
2/ Dégradation

D. LE FER
1/ Albsorption
2/ Transport
3/ Mise en réserve




. FONCTIONS DE L”HEMOGLOBINE

1/ Cinétique et structure :
différentes courbes ( Myog. & Hb)

modifications structurales
allostérie

2/ Liaison au : * CO
® C02
e H+ Effet Bohr et CI1
e 2-3 DPG et métabolisme du
G.Rge
F.HEMOGLOBINES
1/ Normales
2/ mineures
3/ Foetales
4/Glycosylées




A.. STRUCTURES

1/ Description : les partenaires et leur association a
Il oxygéne

2/ Evolution ancestrale de 1 ‘hémoglobine

3/ Evolution de 1’hémoglobine au cours de
I"ontogénese




1100 millions d’années APP%IEI;ION

MAMMIFERES

500

5 A, G, €




pourcent:
d'une chaine
de globine
(par rapport
a I'ensemble
des globines
synthétisées)

A | :

¥

O 6 12 18 24 30 36 0 6 12 18 24
596 Qesmmnnei (m) m m postnatal (s AMAINeSs

. Synthése de la globine ou cours de 'ontogenése




Cellule souche

\ Précurseurs
&rythrocytaires
|

LOCALISATION TISSULAIRE
ET CELLULAIRE
DELA SYNTHESE
DE L'HEMOGLOBINE




B . LES GENES DES PROTEINES . LES GLOBINES

1/ L.ocalisation des familles de génes au niveau des
chromosomes
2/ Description :
a- genes o
b-génes B
c- épissage des genes a et 3
3/ Régulation




Figure @ La famille des génes de I'alpha-
globine humaine

En rouge : les exons traduits ; en hachuré : les
exons non traduits ; en blanc : les introns ; en
rouge foncé : les pseudo-génes.
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r La famille des génes de la béta- q p
ne humaine
En rouge: les exons traduits; en hachuré : l l J“] .:lI:D M
les exons non fraduits; en rouge foncé : ' it nuonce RN 4N 44
pseudo-géne.
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Cette situation évoque non seulement une duplication ancestrale
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Figure L'expression des génes des groupes a- et B-globine est controlée par des régions de contrble de locus communes.

(A) Organisation des groupes de génes d'o- et B-globine. Les régions de contrdle de locus (LCR, pour locus control region) sont constituées

d'un ou plusieurs sites hypersensibles a la DNase | (HS-40, etc.), spécifiques des érythrocytes, localisés en amont du groupe. Les fléches

montrent la direction de la transcription des génes exprimés. L'état fonctionnel du géne de 6-globine est incertain : il est exprime,

mais peut étre & I'état de pseudo-géne (voir Encadré 8-1).

(B) Régulation de I'expression des génes par la LCR p-globine. Les fléches rouges pleines désignent un effet activateur puissant de la LCR
génes indiqués a l'origine d’'une expression forte ; les fleches en pointillé correspondent a des effets faibles.




Le prabléme est dominmé par trois domnées. :

L'expression est specifique de fissus(sac vitellm chez 'embryon, | foie et rate

pendant la plus granmnde partie de la vie foetale, moelle osseuse pcendant |a

vie extra-utérine).

L'expression de tous les genes de la famille est coordomnnmneaese @ et "activation

seqguentielle des genes embryvonnaires, foetaux =21t adultes impligue . une

commutation unigu embrvon-foetus pour la famillealpha:, et une double

commutation: embrvon - foetus et foetus~adulte pour la famille Beta (Figure

14-2). Cefte &Volution ontfocgénigue est reproduite au couwurs de la maturation

eryrthrocyiaire.

Il existe une coordination en framns cermettant une expraession egquilibrée des

genes des deux familles.
-
Le probleme de |la spaecificité tissulaire mest encore que partiellement &lucide.
L'existence d’un petit nombre de facteurs transactivateurs spacifigques des tissus
Eervthroides a &t& mise en &évidence. L'un de ces facteurs, appeld GATA-1 car il
reconmndalt une seguence consensus GATA que 'on retrouve 4 proximite de tous
les gérmnes de globine, a maintenant &te caractéarise, isole, clonée, séequence
L2rki.m., N géene est —~itueé sur le chromoscme X (Xp21-11 ). Son actlhvatlon
precaedes celle des genss de globine et est limitée au stade franscriptionnmnea! dams
lees precurseurs ervihroides.ll est mecessaire 4O leur mMmaturatiom. Il intervient
egalement dams la regulation d’autres génes exprimes dans les méeémes cellulles

Les facteurs mise en jeu dams |la commutation switeh commenceaent, sux aussi,
A s dessiner. lls ont €1& cas demiéres anndges |'objet de multiples &tudes, d' unes
part en raison de 'exemplarte du modele theorigue plus facile qu'un autre &
etudier, d'aufre part en raison de leuwr implication thergpeutigue potentielle. La
réactivation des génes gamma serait en effet, une solution biclog guement
elegante du traitement de tfous les désordres pathologiques dus O des mutations
du gene beta —glokine : darms la drepanocvyvitose, parce que I'Hbe F interrcompet e
olvymerse d'HlE S dams les Beta thalgssemies, parce gue le desordre
ehysiopatholeogigue majeur est un désequilibre glpha’/non alpha, donc
alpha/Jloeta + gama.
Une autre piste de recherche a &té la constatation d'ume corrélation entre :

I"'é&tat de méthylation des doulslets CG 4O proximite des genes de glokbine

et

I activite de ces germnes dans les differents tissus, D "autre part le degre de
methvlation de certainms sites présente une correlatlon significative avec l= taux
d'expression en particulier le niveau de methvlation est maximal darns les cellules
nmnon eryihropoietfiques., Celle hypothéase a semble comoborége par le fatlt gue
I'administration im vivo de S5-azacvytidine, qui induit une déméethvlation des TG,
entrame une certfaimne réactivation des genes gamma chez des drépanooytaires
ouw des thalassemiques.




Des observatrions ultérieures ont montré que 'action de la 5-azacyfidine est
daouble :

elle agit comme cytotoxique
en méme temps qu’'agent de déméthylation.

Ce serait alors la régénération érythroide qui serait & I'crigine du programme
modifieé d'expression de I'Hb F dans les précurseurs de |la lignée rouge. A |'appul
de cette hypothése, on a pu montrer qu'un effet analogue & celui de la 5-
azacylidine était cbtenu par des agents cytotoxiques non déméthylants, en
particulier par 'hydroxyuree. Celle-ci a ete ulilisee d'abord chez le babouin, puis
chez les sujets porteurs d’hémoglobincpathies.

Des essais thérapeutigues scont actuellement en cours chez les sujets

drépanocytaires, et une synthése accrue d’Hb Fa été observée dans une
proportion importante de cas. Cette reversion du switch demonire donc gue
celui ¢ci est plastique et peut étre manipulé.

Un autre modéle pharmacologique est parti de 'observation que les dérivés
de l'acide butyrique étaient susceptibles de retarder, et méme de réverser |a
commutation Ho F-7-Hb A au cours du développement ontogénigue chez les
ovins. ..

Enfin, on peut également rattacher au programme de la maturatlon
erythroide |'action de I'érythropoiétine sur |'expression des géne gama globlne ;

dans des conditions déterminées, et généralement en association avec
I"hydroxyurée, |la stimulafion induite de cette expression se trouve potentialisée.




— Two copiesof the -globin
oo = gene are designated (1 and

& (12 14 :
i-Globin-like genes WA, o ™ ¢2. Eachcanprovide
} : . B B i | \‘\ ¢-globin chains that combine

Chromosome 16 - R
( e 1) | with j-globin chains.

. e ————
Hemoglobins formed l
by combination of
i-globin-like chains Hb Gower 1 HoF  HbAp HbA
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i-Globin-like genes
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LES DIFFERENTS TYPES
D" HEMOGLOBINES




Normal adult human hemoglobins

Form Chain Fraction of
composition  total nemogiobin

Hb A  alis 90%

HbF oy <2%
Hb As  ciooe 2-5%
Hb Aj. coPs-glucose 3-9%

Ihe ce-chains in these nemoglobins are identical
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AUTRES GLOBINES DE TRANSPOR T D'OXYGENE

NEUROGLOBINE
CYTOGLOBINE

Récemment deux autres
hémoglobines ont &éteé
découvertes: la neuroglobine
dans des neurones et la
cytoglobine dans tous les
tissus.

151 ac.amineés, 17 KDa
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[La neuroglobine se trouve
dans les neurones mais aussi
dans des cellules [3 des ilots
de pancreas.
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et hypoxiques




C. METABOLISME DE L’HEME

1/ Synthese

2/ Dégradation
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Figure 21.4

FPathway of porphyrin synthasis:
formation of heme. (Continued
from Figure 21.3.)




. Pnrphefrins contain four pyrrole |

| rings (A, B, C, and D) joined
through metheny! bridges.

Uroporphyrin |

| Porphyrins contain side

| of the four pyrrole rings.

N ring.

chains attached to each

In type | porphyrins, the

side chains are arranged
symmetrically, that is, for |
uroporphyrin I, A (acetate) |

. | alternates with propionate [
I-. (F

) around the tetrapyrrole
I

B

 Acetate (A)and

| type Il porphyrins are| A<
.| physiologically L% )
| important in humans. |

propionate (P) are
reversed in ring D
of uroporphyrin Ili
compared with
uroporphyrin I. Only

Uroporphyrin Il

Figure 21.2
Structures of uroporphyrin | and uroporphyrin Ill. [Note: A = acetate and P = propionate.
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+ COFACTEUR DU MECANISME DE FIXATLION DEICOXYGENE

2,3-Bisphosphoglycerate
(2,3-Diphosphoglycerate, DPG)
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FORMATION
DE LA
BILIRUBINE
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glucuronyl UDP—glucuronate
bilirubin
transferase
(liver)

D
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H

Bilirubin diglucuronide Bilirubin
microbial
enzymes — 8H»

{large intestine) microbial enzymes

H20 Glucuronate
o M M It
| | 4
C ! D | 1 A/!\
N C N N O
H H, H 31 B H

Urobilinogen

microbial enzymes
(large intestine)

The heme degradation pathway. M, WV, P, and E, respectively, represent
methyl, vinyl, propionyl, and ethyl groups.




LOCALISATION TISSULAIRE DU CATABOLISME
ET ELIMINATION

Senescent red cells are a
major source of hemeproteins.

g Breakdown of heme to bilirubin
occurs in macrophages of the reticulo-|
endothelial system (tissue macro-
phages, spleen, and liver).

Blllrubin ts Talken The remainder of the urobilinogen

up t.'y the liver and | is transported by the blood to the
conjugated w1_th : g kidney, where it is converted to yellow
glucuronic acid. - urobilin and excreted, giving urine its
2 characteristic color.

g Unconjugated bilirubin
is transported through ; ;
the blood (complexed to | = . a
albumin) to the Iwe‘r. o g S B A portion of this urobilinogen i

/—\ participates in the enterohepatic

urobilinogen cycle.

KIDNEY

g : i
; : : o

the liver into the CF INTESTRE 1 73 Some of the urobilinogen
intestine. e gt | | is reabsorbed from the gut

: 1 and enters the portal blood.| ¥ Tourine
:
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Figure 21.9
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« LA FONCTION DE TRANSPORT DE L'OXYGENE

meécanismes et cofacteurs

1/ Cinétique et structure :
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modifications structurales
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Figure 3.19
Amino acid substitutions in HbS and HbC.
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Amino acid substitutions in HbS and HbC.

Gel”
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Figure 3.20

A. Photograph of a gel prior to
electrophoresis. B. Diagram of
hemoglobins A, S, and C after
electrophoresis.




Hydrophobic ; X Intracellular fibers
of HbS distort
the erythrocyie.

A point mutation
in the DNA codes
for structurally

altered HbS

pocket .

o

In the deoxygenated
state, HbS
polymerizes
into long. rope-like
fibers.

Val-His Leu-Thr-Pro-€Rles- Glu-Lys ~ s

Val-His-Lew Thr-Pro-Wal-Glu-Lys ~~~r

B Chain B-&-Waline—

a Elongated erythrocytes
occlude blood Tlow
in the capillaries.

Microinfarcts produce
tissue anoxia, resulting :
in severe pain. B

Figure 3.21
Molgcular a_nd cellular events




Anémmie 'falciforme

L anémie falciforme est une pathologie due a
une rrndation du géne de la B-globine, sé€vére
chez les sujets homozygotes et évolution chro—
nique. Elle s€vit surtout en Afrigue et chez les
sujets noirs d’ Amérique du nord. Sa fréquence

y €&tant de 1 sur 500 individus, elle fait partie.

dans ces régions du globe des principales
causes de morbidite et de mortaliteé. Le mode de
wansimission de la maladie st autosomigue ré—
cessif. Les individus héterozy gotes peuvent Stre
faiblement atteints (voir p. 68). L hémoglobi-
nose S ou drépanocytose constitue 1la forme cli-
nigque Ia plus grave.

A. Cellules falciformes

Suour un frotis sanguin normal (1), les Ervthro-
Cytes apparaissent en  microscopic Optige
comme des cellunles rondes, régulidgres. - en
formne de disque biconcave, d’environ 7 um de
diametre. Leur cenire est un peu plus clair gue
leur périphérice, en raison de leutr aspect bicon-
cave. Les Srythrocytes des sujets malades sont
deformés par 1I’HbBS et ressemblent 3 des fau-
cilles (2). Cependant, mé&me leurs cellunles non
falciformmes sont repérables, car leur taille et
Jeur forme difféerent de celles des érythrocytes
normmaux. L'évolution de 1a maladie est mar—
quée par les crises Falciformes (3). Pendant ces
accidents aigus, les celhiles falciformes sont
plus nombreuses et représentent la grafnde ma-
Jorité€ des cellules visibles sur le frottis sanguin.
Au contraire, cherz les hét€rozygolcs, les ccl-
lules falciformes sont peu nombreuses, la ma-—
ladie est presgue asymptomatique et 1’évoluton
n’est pas émaillée de crises aigués. :

B. Conséquences d ’une muotation :

Ia drépanocytose -
L ensemble du tableau clinique de la drépano-
cytose est explique par une mutation ponctuelle
se produisant sur une paire de bases dans le géne
de 1a B-globine. Cette mutation consiste en la
substitmtion de la base nucléotidigue située an
milien du codon 6 : I"adénine (A)Y v est rem-
Placée par 1a thiymine (T). Ainsi, le codon GAG
codant pour 1’acide glutamique est transformde
en codon GTG codant pour 1a valine. Dans les
années SO, V. In détermina la séguence des

acides amines de I’hémoglobine. Ainsi, il a pu
demontrer gue I’hémoglobine S (HbS) et 1’hé-.
moglobine adulte normale (HbA) ne se distin-—

o

DREPANOCY TOSE guent gue par cette modification de Ia chaine f;

Ceci a des conséguences physiopathologiques
imposrtantes et explique finalement chague sigme
clinigue de la maladie. Alors gque 1’"HbA est so_
Iuble et garantit la déformabilite des &

cytes, I"HbLS est moins soluble que 'HbA . Toadi-
minution de la pression d’oxygéne provogue la

gelification de 1la molécule, sous forme de b&-

tommets. ITes éErythrocytes deviennemt ainsi
moins déformables et forment des cellules falci-
formes. Celles-ci se déplacent lentement dans
les artérioles et les capillaires, entainant des
thromboses et la diminution locale de la quantité
d oxygéne distribudée aux tissus Ghypoxie). Les
infections sont trés fridguentes, notamment en
raison de Ihypofonction splSnigue. I.a freé-
quence des maladies interncurrentes provogue.
habituellement un retard scolaire. T.es

cytes anormaunx sont détruits hémolyse). I en
résuite une anédmie chronigue avec de nmom-
breuses conséquences : une insuffisance cai-
diague, une atteinte hé€patique, des infections.

C. Avantage sclectif des hétérozygotes
PpPounr la mutation HbS i .
Les sujets hé€t€rozygotes HbS/HbA sont relati-
vement résistants an paludisme. Les parasistcs
responsables du paludisme (FPlasrmodiurn falci-

‘parwrnri se multiplient facilement dans les Ery-
throcytes normaux., par contre plus difficile-

ment et plus rarement dans les Erythrocytes des
sujets hétErozygotes HbS/HbA. car Ia sarvie dn
Pparasite y est compromise. Cette protection en-
vers le paludisme se produit aux dépens des su-
Jeits homozygotes malades {HBS/HBS), dont 1a
longévité moyenne est, dans les rEgions impa-
Iudees, inférienre a celle des snjers hétErozy-
gotes. En effet. ils ne contractent pas le pailu-
disme, mais unc grave maladie de 1"hémo—
globine. Les sujets hétérozygotes pour la muta-
tion ont un avantage sclectf dans - les régions
impalndees. Ceci expligue gque 1*alléle muass
HbS se soit considérablement répand: dans ces
régions. La mutartion falciforme a pris naissance
dans au moins 4 ou 5 endroite différents du
£globe, indépendanument les uns des autres, et
s’est ensuite répandue dans Ia population cor—
respondante. I.’anémie” falciforme est- le
meillenr exemple che= 1’homme d”avantage sé—
lechHf des hétSrozygotes pour un alléle muteE Pa-
thologique, responsable d”une maladie sSvare 31
1’ &tat homozygote. ) :




Figure 3.22

A. Distribution of sickle cell in
Africa expressed as percentage of
the population with disease.

B. Distribution of malaria

in Africa.
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Each copv of chhromosomme 16 has
Twvwwo adjacent genes for c-globin chains.

Figure 3.2
A oce—-Globin gene deletions in the
cc—thalassemiias. B. Hemoglobin
tetramers formed imn o-thalassemias.




Each cnpy nf chrumusnme 11 has
only one gene for B-globin chains

Figure 3.23

A. B-Globin gene deletions in the
B-thalassemias. B. Hemoglobin
tetramers formed in B-thalassemias.
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Key concept map for hemoglobinopathies.
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Summary of hemese synthesis.




Figure 21.5
Skin eruptions in a patient with
porphyria cutanea tarda.

Figure 21.6

Urine from a patient with porphyria
cutanea tarda (right) and from a
patient with normal porphyrin
excretion (left).
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Unconjugated | __ I-jlgLrlrl‘“:i:?(}lec

bilirubin
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[Note: The enterohepatic

Alterations in the metabolism of heme. A. Hemolytic jaundice.
in glucuronide; B = bilirubin; U = urobilinogen;

circulation of urobilinogen is omitted for simplicity.] BG = bilirub
S = stercobilin.




Figure 21.10
Jaundiced patient, with the sclerae
of his eyes appearing yellow.




1. Porphyrin Metabolism

Senescent red cells are a
major source of hemeproteins.

\ A 5reakdown of heme to bilirubin

i occurs in macrophages of the reticulo-
endothelial system (tissue macro-

phages, spleen, and liver).

v 4 Bi'il';“b:: if_ taken " - The remainder of the urobilinogen
e . up by the liver an : is transported by the blood to the

c:}n]ugate_;d w1_t£| kidney, where it is converted to yellow
glucuronic:acic. : urobilin and excreted, giving urine its
- characteristic color.

g Unconjugated bilirubin
is transported through
the blood (complexed t
albumin) to the liver.

A portion of this urobilinogen

/WB participates in the enterohepatic

urobilinogen cycle.

KIDNEY

-

-
=

Bile is secreted from < | -
the liver into the - ‘a £ 1l Some of the urobilinogen
intestine. is reabsorbed from the gut | :

. > and enters the portal blood. . To urine

In the intestine,
glucuronic acid is
removed by bacteria.
The resulting bilirubin

= { : : - Urobilinogen is oxidized
is converted to - e : = : . by intestinal bacteria to

urobilinogen. the brown stercobilin.

Figure 21.9
Catabolism of heme @ = bilirubin; ES = bilirubin diglucuronide; = urobilinogen; @ = urobilin; A = stercobilin.
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Bilirubin
glucuronyl
transferase

Unconjugated Neo nqtal
bilitubin |5 jaundice

382

Alterations in the metabolism of heme. o B. Neonatal jaundice. [Note: The enterohepatic
circulation of urobilinogen is omitted for simplicity.] BG = bilirubin glucuronide; B = bilirubin; U = urobilinogen;
S = stercobilin.




Activity of the enzyme that
conjugates bilirubin with
glucuronic acid, UDP-glucurony/f
transferase (UDPGT), is low in
newborns and especially low in
premature babies.

Serum levels of bilirubin rise
after birth in full-term infants,
although usually not to
dangerous concentrations.

Figure 21.13
Phototherapy in neonatal jaundice.
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1oxlclevels j GLUCURONYL TRANSFERASE

Figure 21.12
Neonatal jaundice.




Une carence en fer inhibe la synthése d’hémoglobine
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