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Maladies congénitales
du squelette de Ia
membrane érythrocytaire

La connaissance de la structure des protéines du squelette de
la membrane érythrocytaire a permis de définir les supports
moléculaires de certaines maladies congénitales du globule
rouge et d’en démontrer I’hétérogénéité. Les anomalies les
mieux individualisées intéressent la spectrine et la protéine
4.1, dont les méthodes d’étude ont été bien définies.

omme les autres membra-
nes cellulaires, celle du glo-
bule rouge est formée
d’une double couche de
phospholipides
par leurs groupements hydrophobes
et stabilisés par du cholestérol libre,
et de protéines parmi lesquelles on
distingue des protéines dites inté-
grales ou transmembranaires parce
qu’elles traversent de part en part la
double couche de lipides et des pro-
téines dites extrinséques parce
qu’elles sont en dehors de celle-ci
vers l’intérieur ou ’extérieur du glo-
bule rouge [1]. Celles situées a la
face interne de la membrane consti-
tuent essentiellement le squelette
membranaire. Celui-ci est un filet,
un grillage qui tapisse toute la sur-
face interne de la bicouche lipidique
en mailles irréguliéres bien objecti-
vées par la microscopie a haute
résolution. Trois protéines essen-
tielles entrent dans la constitution
de ce squelette : la spectrine, I’ac-
tine et la protéine 4. 1.
L a spectrine est une protéine allon-
gée dont la molécule de base est un
hétérodimeére formé d’une chaine o
de MR 240 000 et d’une chaine 3 un
peu plus légére de MR 220 000. Les
deux chaines enroulées 'une sur
lautre forment des fibres flexibles
et déformables d’environ 100 nano-
metres de long. Deux diméres s’at-
tachent ’un a ’autre par leur extré-
mité proximale, dite téte, pour
former des tétrameéres et des oligo-

opposés

meres de plus haut degré [2] qui
constituent les formes normales de
la spectrine in vivo. Les deux
chaines o et B sont impliquées dans
la tétramérisation. Cette interaction
entre deux molécules de dimére est
une propriété fondamentale de la
spectrine. Par leur extrémité distale,
des tétrameéres s’attachent les uns
aux autres pour former les
« nceuds » des mailles du filet; cette
liaison se fait par I’intermédiaire de
’actine, forme particuliére paucipo-
lymérisée de B actine; l’interaction
entre spectrine et actine est considé-
rablement facilitée par la présence
de la protéine 4.1 elle-méme
formée de deux composants 4.1 a et
4.1 de masse moléculaire respec-
tive 82000 et 78 ooo. Le squelette
membranaire est attaché au reste de
la membrane par une protéine d’an-
crage, lankyrine qui se lie d’une
part a la chaine B de la spectiine,
d’autre part au segment cytoplasmi-
que de la principale protéine
transmembranaire nommée pro-
téine 3. D’autres ancrages semblent
se faire par lintermédiaire d’une
interaction entre la protéine 4.1 et
une des glycoprotéines membra-
naires, la glycophorine C, glyco-
connectine ou glycoprotéine 3 et
par des interactions moléculaires
entre les protéines du squelette et
les lipides membranaires [3].

Nous ne traiterons ici que des ano-
malies moléculaires des protéines
membranaires qui semblent primiti-
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ves, 4 I’exclusion de celles liées a la
présence d’un déficit enzymatique
cytosolique ou d’une hémoglobine
pathologique.

== Méthodes d’étudemm

La mise en évidence et ’identifica-
tion d’une anomalie moléculaire ou
d’une interaction anormale entre les
protéines du squelette membranaire
nécessite la mise en ceuvre de multi-
ples épreuves de laboratoire.
Celles-c1 doivent étre pratiquées sur
les prélévements sanguins frais afin
d’éviter les artéfacts.

L’aspect morphologique des glo-
bules rouges peut étre apprécié sur
les frottis sanguins mais ’examen a
Iétat frais d’une suspension de glo-
bules rouges fixés a la glutaralde-
hyde rend mieux compte de la
forme des érythrocytes et du pour-

centage des formes anormales.
L’étude de la déformabilité au
moyen de [Iektacytomeétre, en

faisant varier 'osmolalité, permet de
définir une courbe de ’indice ekta-
cytométrique caracteristique des
divers types d’anomalies membra-
naires congénitales. Une telle
épreuve est particulierement utile
dans les études génétiques.

La sensibilit¢é thermique des
érythrocytes est étudiée en incubant
des globules rouges pendant 10 a 60
minutes a des températures variant
de 43 a 49°C. Les GR incubés sont
examinés au microscope a la
recherche de bourgeonnements et
de fragmentations membranaires
etfou a Pektacytomeétre.

L’analyse globale des protéines
membranaires aprés dissolution des
ghosts dans le SDS est faite par
électrophorése sur gel de polyacry-
lamide SDS. La technique de
Laemmli [4] permet une excellente
séparation des protéines en particu-
lier des 4.1a et 4.1 5. Les gels sont
colorés au bleu de Coomassie pour
Pidentification des peptides, a
'acide périodique-Schiff ou a Iar-
gent pour la mise en évidence des
glycoprotéines. Lorsqu’un consti-
tuant  protéique de mobilité
anormale est mis en évidence par
’électrophorese, il peut étre difficile
de savoir quel constituant normal il

remplace ou de quel peptide il pro-

_vient. Les méthodes immunologi-

ques sont ici nécessaires : la techni-
que de I'immunoblot avec les
immun-sérums mono ou polyclo-
naux spécifiques permet I’identifica-
tion du constituant anormal.

L’étude fonctionnelle des inter-
actions entre molécules protéi-
ques est un temps fondamental de
’identification des lésions membra-
naires.

(2) Interactions entre dimeéres de
spectrine. L’interaction entre dime-
res in vivo est reflétée par I'état de la

. spectrine extraite a faible force ioni-

que et 4°C : 859 au moins de la
spectrine sont sous forme de tétra-
meres, 15% au plus sous forme
dimérique. L’extraction a 37°C a
faible force ionique fournit essen-
tiellement des diméres de spectrine.
Incubés a 30°C en conditions isoto-
niques les diméres se transforment
en tétrameéres jusqu’a atteindre un
point d’équilibre thermodynami-
que; la pratique de cette transforma-
tion in vitro permet de définir une
constante  d’association dimeére-
dimére qui pour la spectrine
normale est dans notre laboratoire
de 6(xo0,4)x10°M~!.  Dans
toutes ces épreuves les quantités
respectives de dimeéres et de tétra-
meéres peuvent étre appréciées apres
séparation des deux espeéces soit par
gel filtration soit par sédimentation
en gradient de sucrose, soit par
électrophorése sur gel de polyacry-
lamide non dénaturant.

(6) Etude fonctionnelle de la pro-
téine 4.1. En présence de protéine
4.1, une forte interaction entre
spectrine et actine apparait, aboutis-
sant a la formation d’un complexe
ternaire  stable  actine-protéine
4. 1-spectrine. Cette propriété de la
protéine 4.1 peut étre étudiée in
vitro en observant l’incorporation
de spectrine dimérique dans des
complexes protéiques de haut poids
moléculaire composés de spectrine
et d’actine. Ainsi, il faut ajouter
155 ug de protéine 4.1 a 1 mg de
spectrine brute pour observer une
disparition de 509, du dimeére de
spectrine présent dans cette extrac-
tion. Les études les plus fines et les
plus riches en enseignement ont été
menées en utilisant de la protéine

/ » ’125
4.1 marquée a I’"“°I et de la

. . PO 2
spectrine elle aussi marquee a P29

ou par phosphorylation. La mise en
contact de quantités variables de ces
protéines et la séparation du com-
plexe formé soit par gradient de
sédimentation soit par méthodes
immunologiques permet de déter-
miner les quantités respectives de
protéines qui fixent I'une et l'autre.
Une autre technique trés élégante
utilise une colonne d’affinité de
sepharose-protéine 4.1 sur laquelle
on fait passer de la spectrine puri-
fiée; I’élution étant faite par un gra-
dient de force ionique. Un défaut de
fixation a une protéine 4.1 normale
évoque l'existence d’une anomalie
moléculaire de la chaine B de la
spectrine.

(c) L’interaction entre spectrine et
ankyrine est étudiée par la fixation
de spectrine purifiée marquée par
un radio-isotope soit 1251 soit >2P
sur des vésicules retournées déplé-
tées en spectrine-actine. On peut
ainsi calculer au moyen du dia-
gramme dec Schatchard le nombre
de sites de fixation et leur affinité.
Cette méthode de méme que celle
d’étude de linteraction ankyrine-
bande 3 est de réalisation difficile et
de résultats souvent incertains.

Etudes structurales : Une diges-
tion protéolytique limitée peut étre
pratiquée soit sur les chaines o et 3
1solées soit sur les dimeéres ou tétra-
meres de spectrine. La méthode de
Cleveland [5] permet d’étudier les
chaines o et [3 isolées a partir de tres
faibles quantités de protéines
membranaires.  Cependant, 1la
méthode de Speicher et al. [6] de
protéolyse de spectrine est plus
généralement  employée  pour
permettre les comparaisons des
résultats d’un laboratoire a Pautre.
Cette méthode a permis de définir
des domaines relativement résis-
tants a la protéolyse correspondant
a des peptides volumineux que ’on
peut séparer par électrophorése en
gel d’acrylamide en une ou en deux
dimensions par combinaison
d’électrophorése et d’électrofocali-
sation : cinq domaines dénommeés
al a «V pour la chaine a, quatre

-pour la chaine B(BI a BIV) [7]

Dans le cadre des malades hérédi-
taires, les domaines jusqu’ici
concernés sont surtout le peptide de

80 K ou domaine I de la chaine =—
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a(al) et le peptide 28 K de la
chaine B (B I) porteur de ’extrémité
COOH terminale et des sites de
phosphorylation de cette chaine.

Anomalies moléculaires
w— de /a spectrine ™=

Elliptocytoses constitutionnelles
avec anomalies de la chaine o de
la spectrine.

Les elliptocytoses dites de type I
fréquentes chez les sujets de race
noire sont rencontrées principale-
ment a |’état hétérozygote chez
I’adulte ou elles ne s’accompaga-
gnent que d’une hémoluse modérée
ou nulle. Chez les nouveaux-nés
hétérozygotes elles sont parfois
cause d’une hémolyse intense avec
poikylocytose et  schizocytose,
hémolyse dont I’évolution est favo-
rable au cours de la premiére année
de la vie au bout de laquelle le
tableau clinique et hématologique
redevient progressivement celui de
Pelliptocytose  hétérozygote  de
l’adulte que porte I'un des parents.
A TDétat homozygote, le tableau est
celui d’une hémolyse intense de
I’enfant avec poikilocytose et pycno-
cytose. Les anomalies de la
spectrine sont soupgonnées sur les
données suivantes :

(@) lors des extractions a 4°C a fai-
ble force ionique, le pourcentage de
diméres (normalement inférieur a
159) est constamment augmenté,
généralement entre 20 et plus de
50 % [8, 9l;

() la constante d’assocnatnon des
diméres in vitro (n=6X% 10°M~
+o,4) est. dnmmuee (de 1 a
3X10°M"™

(c) l’epreuve de stabilité thermique
montre un abaissement de la tempé-
rature de dénaturation inférieur aux
49°C normaux et qui peut atteindre
43 a 47°C surtout chez les homozy-
gotes [9].

L’affirmation des anomalies est
apportée par la digestion protéolyti-
que ménagée et I’établissement des
cartes peptidiques [10]. Dans les
elliptocytoses de type I les anoma-
lies jusqu’ici décrites atteignent le
segment I de la chaine o de la
spectrine qui est représenté par un
peptide de 80000 de poids molécu-
laire. Ce peptide est constamment
diminué, d’environ 509, chez les
hétérozygotes, de sa totalité chez les

homozygotes. Des peptides
anormaux apparaissent, de plus fai-
bles poids moléculaires, qui repon—
dent a trois variants jusqu’ici
isolés: — un variant de 74 KD
donnant lieu, selon la nomenclature
actuelle A un phénotype
(SpD al/74y (SpD =spectrine dimé-
re, oI répond au segment implique,
74 au PM du peptide). Le genot%p

hétérozygote est alors (SpD o'7%)

—(SpD) et (SpDoc'/")
—(SpDoz'”"’) chez les homozy-
gotes. — un variant de 46 KD (sou-
vent accompagné d’un peptide de
22 KD)/ répondant aux phénotypes

(Sp Da'/#6) et aux génotypes res-
pectifs (SpDa'4%)  —(SpD) et
(Sp Da/46) —(Sp Da'/46) chez les
hétéro et homozygotes. — un

variant de 65 KD, probablement le
plus fre%uent [11] avec le génotype
(SpDa'®%) et les phénot%
(Sp DOL"“) —(SpD) et (Sp Dat
—(Sp Da"®%). Les températures de
dénaturation sont normales chez les
hétérozygotes porteurs du peptide
74 KD. Elles sont modérément
abaissées (47°C) chez les sujets hété-
rozygotes porteurs des peptides 46
et 65K D. Elles sont constamment et
fortement abaissées chez les enfants
hétérozygotes avec poikilocytose
(autour de 45°C) et chez les homo-
zygotes, quel que soit le variant
(autour de 45°C). Que I’enzyme
protéolytique coupe la molécule a
des emplacements différents de la
normale prouve, soit que les liaisons
peptidiques coupées ont une posi-
tion anormale par mutation structu-
rale, soit que la conformation
anormale de la molécule expose a
Paction de DPenzyme des sites
normalement masqués. Dans les
deux hypothéses une anomalie
moléculaire est présente. A coté de
ces variants accompagnant une
elliptocytose, d’autres variants ont
été dépistés chez des sujets de race
noire en I'absence de toute manifes-
tation pathologique. Ils sont situés
sur les domaines o, et oy de la
chaine o de la spectrine et consti-
tuent un simple polymorphisme
génétique. Ils peuvent coexister
avec les variants o, de lelliptocy-
tose [10, 12].

Elliptocytoses avec anomalies
de la chaine B de la spectrine

(a) Un premier type bien défini
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EH[41]
EH[41]°

9 |

Dessin |. Correia

EH [Sp Dx—Sp D]
PPH [Sp Da—Sp D]

Représentation schématique du cytosquelette avec la localisation des anomalies moléculaires connues au cours des
elliptocytoses héréditaires (EH), de la pyropoikilocytose héréditaire (PPH) et de la sphérocytose héréditaire (SH).
EH [4.1]" : déficit partiel en protéine 4. 1
EH [4.1]° : déficit complet en protéine 4. |

SH [Sp]* : déficit partiel en spectrine

SH [Sp 4.1] : défaut d’'intéraction de la spectrine avec la protéine 4.1 normale
EH [ANK 3] : défaut d’intéraction entre I'ankyrine et la protéine bande 3 normale in situ.

EH [Sp-DB-SpD] : défaut d’autoassociation en dimére de spectrine ; le dimére pathologique est modifié sur sa chaine P

EH et PPH [Sp-Da-SpD] : défaut d'autoassociation des diméres de spectrine; le dimére pathologique est modifié sur sa

chaine o

répond a une observation unique
mais fondamentale dans la mesure
ou elle comporte la premiére
démonstration formelle d’une ano-
malie structurale de la molécule de
spectrine [13]. Elle concerne une
femme et son pére, porteurs d’une
hémolyse modérée, et d’une ellipto-
cytose avec poikilocytose. La carac-
téristique biochimique est I’exis-
tence chez les deux sujets d’une
chaine 3 de la spectrine anormale,
transmise a |’état hétérozygote et
représentant 509, des chaines [
totales. L’anomalie  structurale
consiste en un raccourcissement de
la chaine B par absence d’un peptide
de 6 000 environ de masse molécu-
laire; I’absence totale de phosphory-
lation de la chaine mutée localise sur
ce peptide les sites normaux de
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phosphorylation de la spectrine; le
dimeére formé de la chaine o
normale et de la chaine B mutée est
totalement incapable de se lier a un
autre dimere pour former un tétra-
meére apportant la preuve de la
nécessite de l'intégrité du segment
capital de la chaine P dans le proces-
sus de tétramérisation. Bien que
non démontré, le mécanigme géné-
tique pourrait étre une délétion
d’un segment important d’un geéne
de structure de la chaine B.

(6) Une autre variété d’anomalies
de la chaine B est suspectée sur les
données de la protéolyse ménagée
de la spectrine [14]. Les perturba-
tions n’intéressent pas la chaine o,
les deux chaines de spectrine ont un
aspect électrophorétique normal
mais il existe un trouble de I’équili-

bre dimére-tétrameére avec un exces
de dimére dans les extractions a 4°C
et une diminution de la tétramérisa-
tion in vitro [15]. L’anomalie molé-
culaire correspondante n’est pas
identifiée; elle semble intéresser
Pextrémité céphalique de la chaine
B mais différe certainement de celle
décrite dans le chapitre précédent.

Pyropoikilocytose héréditaire et
anomalies de la chaine a de la
spectrine : il s’agit la d’'une mala-
die hémolytique rare observée
essentiellement dans les populations
noires. Elle est caractérisée chez les
propositus par une hémolyse néo-
natale de la petite enfance, de haute
gravité, nécessitant des transfusions
sanguines répétées a court intervalle
et obligeant fréquemment a prati-
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quer une splénectomie précoce qui
améliore constamment I’hémolyse.
Sur le plan strictement hématologi-
que, les caractéristiques des héma-
ties sont une grande aniso-
poikilocytose avec de nombreuses
fragmentations  globulaires, de
microcytes, des hématies bourgeon-
nantes, quelques ovalocytes et sphé-
rocytes.

Les anomalies biochimiques sont :
(a) une instabilité thermique consi-
dérable des globules rouges et des
ghosts avec un abaissement de la
température de fragmentation qui,
généralement comprise entre 45 et
47°C, peut descendre jusqu’a 43°C.
Cette baisse est en rapport avec une
dénaturation thermique anormale
de la spectrine et fait partie de la
définition méme de la maladie;

(b) Pextraction a 4°C fournit la
spectrine essentiellement sous la
forme dimérique qui représente jus-
qu’a soixante pour cent et plus de
Pextrait total [16];

(¢) ’épreuve de tétramérisation in
vitro est caricaturale : seule une fai-
ble part de dimére est apte a subir la
transformation tétramérique et la
constante d’association est effondrée
a un chiffre voisin de :

1X 10°M™ Y (n~6+0,4 X 10°M™);
(d) Panalyse des cartes peptidiques
met en évidence un état hétérozy-
gote caractérisé par une diminution
du peptide 8o KD remplacé plus ou
moins par un peptide de Mr 74 KD,
65 KD ou 46 KD, anomalies analo-
gues a celles observées dans Iellip-
tocytose constitutionnelle de type I
hétérozygote [17, 18, 19].

Les données sur la transmission
héréditaire montrent que celle-ci est
d’apparence récessive et que les
malades sont probablement porteurs
double-hétérozygotes d’une anoma-
lie moléculaire érythrocytaire. Bien
que le nombre d’observations
connues soit faible et que le méca-
nisme de transmission génétique
n’ait pas pu étre toujours €lucidé, il
est clair que les deux parents sont
souvent normaux cliniquement et
selon les données classiques de I’hé-
mogramme. Dans certains cas ’'un
des parents est porteur d’une ellip-
tocytose constitutionnelle de type I,
conforme 4 la description ci-dessus
et dont la spectrine possede les
caractéres pathologiques décrits [g].
Méme lorsqu’il en est ainsi chez le

second géniteur qui apparait
normal, on peut parfois mettre en
évidence les anomalies biochimi-
ques de la spectrine : exces de
dimére dans lextraction a 4°C,
défaut d’interaction dimére-dimeére
in vitro, diminution du fragment
peptidique 8o KD et présence d’un
variant 74 KD, 46 ou 65 KD. L’en-
fant malade parait donc avoir hérité
de ses parents des anomalies de la
chaine a de la spectrine a I’état dou-
ble hétérozygote, probablement
sans rapport avec la forme des
hématies des porteurs hétérozygo-
tes. Mais dans d’autres cas, aucune
anomalie fonctionnelle de Ia
spectrine n’est décelée chez les
parents. Ce fait négatif peut avoir
deux explications hypothétiques :
soit que nos méthodes d’analyse de
la spectrine soient encore trop som-
maires pour permettre le dépistage
d’anomalies présentes a I’état héte-
rozygote et « masquées » par la pré-
sence d’une part de spectrine
normale; soit que le ou les troubles
présents chez les parents intéressent
des systémes d’interactions non
encore connus.

Sphérocytose héréditaire : si jus-
qUu’ici aucune anomalie qualitative
de protéines membranaires n’avait
pu étre décrite au cours des sphéro-
cytoses héréditaires a transmission
dominante, I’atteinte de la spectrine
y était déja pratiquement certaine
sur les arguments suivants :
Pinstabilité 4 P'urée des squelettes
des hématies de la sphérocytose
héréditaire;

Pimpossibilité pour les extraits
membranaires (spectrine brute) de
stimuler la polymérisation d’acti-
ne-G ajoutée au milieu;
P’impossibilité de former un gel en
exposant les coquilles a la phospho-
rylation par la spectrine-kinase
purifiée;

Pinsuffisance de phosphorylation du
composant 2 de la spectrine,
inconstante certes mais expliquée
non par un déficit des activités
protéine-kinasiques mais par un
défaut de sites de phosphorylation;
la formation expérimentale de sphé-
rocytes par action de substances
végétales telles la vinblastine et la
colchicine qui  dénaturent la
spectrine.

En outre un modéle animal de sphé-
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Mise en évidence par électrophorése unidimensionnelle des peptides de pro-
téolyse ménagée répondant aux trois variants communs du peptide alpha-1
de la spectrine chez des sujets atteints d’elliptocytose héréditaire (HE).

Dans ce type d'expérience les peptides sont séparés selon leur taille, ceux de hauts
poids moléculaisres migrant plus lentement (haut du gel) que ceux de bas poids

moléculasres (bas du gel)

K =milliers en unités de poids moléculasre (80 K =80 000 daltons)
Par rapport aux témoins (C) on note la diminution du peptide 80 K et la présence
de peptides 74 K, 46 K et 65 K. Les anomalies présentes au niveau des peptides
37-35 K sont dues au polymor phisme génétique du segment alpha-2.

rocytose héréditaire a été décrit
chez la souris, caractérisé par une
grande instabilité érythrocytaire, la
présence de sphérocytes avec bour-
geonnements et fragmentation
érythrocytaire et par un déficit de
spectrine. Plusieurs types en exis-
tent ou la gravité de 'anémie hémo-
lytique et P’intensité des lésions glo-
bulaires sont directement en rapport
avec la gravité du déficit en
spectrine : plus intense est celui-ci
plus grave est I’hémolyse [20].

(2) Sphérocytose héréditaire de type
I: chez I’homme, [Iaffirmation
d’une anomalie moléculaire de la
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spectrine comme responsable de
certains cas de sphérocytose hérédi-
taire a été récemment apportée par
deux équipes américaines qui ont
démontré Pexistence d’un trouble
des interactions entre la spectrine et
la protéine 4.1 [21, 22]. L’anomalie
a eté trouvée chez environ un tiers
des familles de sphérocytose hérédi-
taire typique qui ont été étudiées.
L’application des méthodes décrites
ci-dessus a montré que tous les
malades étaient porteurs de deux
types de molécules de spectrine :
I’une a toutes les caractéristiques de
la spectrine normale; lautre qui

représente environ 409% de la
spectrine totale a pour caractéristi-
que de ne pas se fixer sur la protéine
4.1, tant sur la colonne de protéine
4.1 sepharose, que dans les expé-
riences utilisant la protéine 4.1
1251, Aucune autre interaction n’est
pertubée. L’anomalie est située
semble-t-il sur la chaine P a ’extré-
mité opposée aux sites de fixation de
P’ankyrine et de la phosphorylation.
La présence de deux types de molé-
cules traduit bien ’état hétérozy-
gote classique de la sphérocytose
héréditaire. Il est proposé de
dénommer variante I ce type de
maladie, bien défini par son anoma-
lie fonctionnelle.

(b)) Anomalies des groupes sulfhy-
driles de la spectrine au cours de la
sphérocytose héréditaire : chez pres
de la moitié des malades atteints de
sphérocytose héréditaire, surtout
dans les cas atypiques par I’absence
de 'une quelconque des caractéristi-
ques habituelles de la maladie, il
existe une diminution modérée et
globale de la spectrine portant sur
les chaines o et B et mise en évi-
dence sur les gels de polycrylamide
par I’étude du rapport spectrine/-
bande 3. Le déficit est en moyenne
de ’ordre de 109, et peut atteindre
309%. Chez les mémes sujets, la
quantité de dimeére de spectrine
dans les membranes et dans ’extrac-
tion a 4°C est normale mais la
constante  d’association  dimére-
dimere in vitro est légérement dimi-
nuée (4 4 5xX10°M~! pour une
normale de 6 X 10° M~ 4+ 0,4).

La signification de ces anomalies est
incertaine. Le role des groupes
sulfhydriles de la spectrine est
probable : en présence de réduc-
teurs, ’épreuve de tétramérisation
est normalisée (D. Dhermy et coll.
résultats non publiés). De plus,
Poxydation ménagée des groupes
SH.d’une spectrine normale repro-
duit Panomalie de DIinteraction
spectrine-protéine 4.1 décrite dans
la sphérocytose héréditaire de type I
et la réduction secondaire corrige le
trouble d’interaction [23]; deux
conclusions peuvent en étre tirées :
d’une part, qu’un des groupements
SH de la spectrine est impliquée
dans la sphérocytose héréditaire de
type I (mais il n’a pas été démontré
que le trouble de ce type de sphéro-

cytose pouvait étre reversé par la m——



réduction des groupes SH de la
spectrine  pathologique); d’autre
part, qu’il pouvait étre suspecté que
certaines au moins des anomalies
décrites soient secondaires a des
phénoménes  d’oxydation  des
groupes SH et non dues a une ano-
malie moléculaire structurelle pri-
mitive.

(¢) Déficit en spectrine et sphérocy-
tose héréditaire récessive : une
maladie différente de la sphérocy-
tose héréditaire classique a été
décrite comme une grande micro-
sphérocytose a transmission réces-
sive. Elle est supportée par une
diminution de plus de 509, de la
spectrine dans les hématies du pro-
positus; ce déficit porte plus sur la
chaine a que sur la chaine f et n’est
pas retrouvée chez les parents. Les
techniques immunologiques ne met-
tent pas en évidence de spectrine ou
de produits de dégradation de
celle-ci dans les hémolysats. Le
mécanisme de ces altérations quan-
titatives reste incertain et la possibi-
lit¢é d’une protéolyse ne peut pas
étre totalement exclue [24].

e ANOMAIICS wmm—
de la protéine 4.1

Elles constituent la seconde classe
d’anomalies moléculaires des ellip-
tocytoses constitutionnelles. Jus-
qu’ici les anomalies de la protéine
4.1 n’ont été recontrées que chez
des sujets de race blanche. Le pour-
centage d’elliptocytes varie d’un cas
a 'autre, de méme que ’aspect plus
ou moins allongé des érythrocytes.
La transmission est autosomale
dominante. Dans les formes homo-
zygotes qui sont jusqu’ici exception-
nelles, existe une anémie hémoly-

tique sévére, améliorée par la
splénectomie, accompagnée d’ellip-
tocytose, de poikilocytose, de

sphérocytose. Une absence totale de
protéine 4.1 est objectivée par
P’électrophorése des protéines mem-
branaires [25]. La protéine de
liaison entre la protéine 4.1 et le
reste de la membrane qui est la gly-
cophorine C (glycoprotéine [ ou
glycoconnectine) manque elle aussi.
Cette absence parait secondaire a
celle de la protéine 4.1. Dans les
formes hétérozygotes, I’hémolyse

esmmsmme €St modérée ou inapparente, les
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hématies plus ovalaires qu’allon-
gées; l'analyse des protéines
membranaires met en évidence un
déficit d’environ 509, de la pro-
téine 4. 1; la quantité de glycopho-
rine C y semble normale. Le méca-
nisme génétique du déficit en pro-
téine 4.1 semble hétérogene;
certains cas semblent dus a un
défaut de synthese de la protéine;
d’autres a la production d’une pro-
téine instable; dans ces derniers cas
I’électrophorése met en évidence, a
coté du déficit en 4.1, la présence
de bandes colorées en position
anormale; l'emploi  d’anticorps
monoclonaux anti-protéine 4.1
permet d’identifier ces bandes a des
produits de dégradation de la pro-
téine 4.1 [26]. Ces mémes études
ont permis de reconnaitre également
un polymorphisme génétique de la
protéine 4.1 dépourvu de tout
caractere pathologique [27].

Le role du déficit en protéine 4.1
dans Delliptocytose héréditaire a été
discuté; il existe cependant un
modéle animal : une lignée de
chiens a été reconnue dans laquelle
coexistaient une anémie hémolyti-
que avec elliptocytose et un déficit
de la protéine 4. 1 [28].

Anomalies de I'ancrage
s dU  squelette

Les cas rapportés sont moins
démonstratifs et ’authenticité des
lésions moléculaires fonctionnelles
moins solidement établie que dans
les cas précédents.

Dans certaines sphérocytoses héré-
ditaires, une inextractibilit¢é de la
spectrine a été rapportée [29]. Dans
d’autres, la fixation du complexe
spectrine-actine sur les vésicules
retournées témoignerait d’'une dimi-
nution du nombre de sites de fixa-
tion; le siége de 'anomalie serait
plutot sur l’ankyrine que sur la
spectrine.

Dans deux familles avec elliptocy-
tose, poikilocytose et hyperhémo-
lyse, les vésicules retournées déplé-
tées en ankyrine ne fixaient pas ’'an-
kyrine normalement, alors que
lankyrine des patients se fixait
normalement a des vésicules déplé-
tées provenant d’hématies témoins.
Il a eté suggéré que ’'anomalie pri-
mitive était portée par la bande 3
plutot que par ’ankyrine [30] =

Summary

Progress achieved in recent years
in the knowledge of the proteins
of the erythrocyte membrane
skeleton have enabled scientists
to define the molecular basis of
certain congenital diseases of the
red blood «cell and to
demonstrate their heterogeneity.
The most specific anomalies are
related to spectrin and protein
4. 1, for which methods of study
have been well-defined and stan-
dardized. Several variants of
alpha and beta chains of spectrin
have been discovered in the
course of constitutional ellipto-
cytosis; located on the segments

. of chains believed to be involved
in the formation of spectrin tetra--
mers, their presence inhibits the
formation of tetramers and leads
to an instability of the skeleton.
Identical variants have been
observed in hereditary pyro-
poikilocytosis. An anomaly of
spectrin affecting the segment of
the beta chain responsible for |
interacting with protein 4.1 has
been described in hereditary
spherocytosis. Different types of
protein 4.1 deficits have been
detected in hereditary elliptocy-
toses. Anomalies in the attac-
hment of the skeleton have been
encountered in different types of |
congenital hemolytic anemias.

TIRES A PART NN

P. Boivin, Inserm U160, Hopital Beaujon, 92118
Clichy Cedex.

mfs mai 85





