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L’hémoglobine, le NO, les complexes protéiques
nitrosylés et la régulation de la pression vasculaire

L’hémoglobine (Hb) des mammi-
feres est un tétramere composé de
deux chaines 0 et de deux chaines [3,
chacune comportant un groupe hé-
minique. Les chaines 3 possedent a
proximité de I’héme un résidu cys-
téinyl de surface ($93). Ce résidu est
extrémement conservé, présent dans
toutes les hémoglobines des mammi-
feres et des oiseaux. Jusqu’a présent,
aucune fonction spécifique ne lui
avait été attribuée: on le savait libre
et titrable dans la forme oxygénée de
I’hémoglobine (état R de forte affini-
té pour les ligands), enfoui et peu ré-
actif dans la forme désoxygénée (état
T de faible affinité). Il était donc
considéré comme un marqueur de
I’état allostérique. L’intérét pour ce
résidu cystéinyl a été ravivé récem-
ment par une publication du groupe
de Stamler [1] suggérant que ce rési-
du serait associé au role vasodilata-
teur du monoxyde d’azote (NO®).
Depuis une dizaine d’années, on sait
que le NOe est impliqué dans la ré-
gulation de la pression vasculaire par
son effet vasodilatateur périphérique
(le NOe® a été identifié a 'EDRF ou
endothelial-derived relaxing factor) (m/s
n°10, vol. 7, p. 1094). Mais, avec un
électron célibataire, le NOe® est une
molécule extrémement réactive [2]
qui se lie a 'atome de fer de I'héme
avec une constante d’affinité 10° fois
supérieure a celle de 'oxygene. On
se demandait donc comment le NO,
libéré par les cellules endothéliales,
pouvait survivre a la présence de
20mM d’hémes ferreux, avides de
NO et présents de I'autre coté de la
membrane des globules rouges.

La publication de Jia et al. propose
Iexistence dans le sang d’un autre
mécanisme de transport et de mise
en réserve du NOe par ’hémoglobi-
ne sous forme de composés S-nitro-

sylés [1]. Des études antérieures
avaient montré que, dans les alvéoles
pulmonaires, le NOe engendré par
la NO-synthase se liait au glutathion
qui y est abondant. La demi-vie du
NOe® complexé était alors de plu-
sieurs heures, comparée a quelques
secondes pour le NOe® libre. La for-
mation du complexe S-nitroso-gluta-
thion réduisait la toxicité du NOe® et
entrainait la relaxation des fibres
musculaires lisses des voies aériennes
[3]. Les résultats actuels montrent
que le NOe libre se lie aussi a I’hé-
moglobine et selon deux modalités:
sur I'atome de fer ferreux ou fer-
rique et sur les groupes sulphydryl
réactifs de la cystéine (93. Par
ailleurs, les dérivés nitroso thiols ne
réagissent pas avec les atomes de fer
ferreux de I'oxy- ni de la désoxyhé-
moglobine. IlIs réagissent surtout
avec la fonction thiol des résidus cys-
téinyl des sous-unités  de 'HbO, (S-
nitroso HbO,), du glutathion ou de
I’albumine. Ces nitrosylations succes-
sives s’effectuent par un mécanisme
de transnitrosylation en cascade de
groupements thiols (figure 1). La mise
en évidence quantitative de ces com-
posés S-nitrosylés n’a été rendue pos-
sible que grace a la mise au point
d’une nouvelle technique de chemi-
luminescence extrémement sensible
(I'ordre des concentrations est nano-
molaire) [4]: dans le sang artériel, la
concentration de Fe?NO est 536 +
99nM et cystéine B93-SNO 311 =
55nM; dans le sang veineux Fe*NO
est de 894 + 126 nM et la concentra-
tion de cystéine B93-SNO 32 =+
14nM. L’augmentation de S-nitrosy-
lation de 'hémoglobine lors du pas-
sage pulmonaire suggere que la réac-
tion de nitrosylation a lieu dans le
poumon, mais on n’en a pas encore
approché le mécanisme (figure 2A).

La libération de SNO au passage tis-
sulaire suggere un role dans la régu-
lation du tonus vasomoteur. On
connait ’élévation de la pression ar-
térielle provoquée par I’administra-
tion systémique d’hémoglobine iso-
lée; elle a été rapportée a la
séquestration du NO endothélial.
Les auteurs ont répété I'expérience
avec de I’hémoglobine S-nitrosylée:
I'injection de SNO-HbO, n’éléve pas
la pression a lintérieur dun seg-
ment artériolaire perfusé, celle de
SNO-MetHb la réduit. En outre, si
I’on perfuse des rats, prétraités par
un inhibiteur des NO synthases de
maniere a dépléter I'organisme de
composés nitrosylés, avec des éry-
throcytes contenant de I’hémoglobi-
ne nitrosylée a un niveau de Hb-
SNO comparable a celui mesuré
chez le rat normal, la pression arté-
rielle s’abaisse d’environ 8 mmHg
alors que les globules rouges ne
contenant pas d’hémoglobine nitro-
sylée sont sans effet [1].

L’intérét du travail de Jia et al est
également de démontrer que la for-
mation des S-nitroso-(93) Hb dé-
pend de l’état allostérique de I’hé-
moglobine et de I'état de spin* de
I’atome de fer de I’héme. La réactivi-
té a la nitrosylation des groupements
-SH des résidus cystéinyl $93 est plus

* Létat de spin du fer correspond aw nombre d élec-

trons non appariés des orbitales périphériques. Les
changements de spectre des différentes especes d’Hb
(désoxy, oxy, NO, metHb) traduisent les réarrange-
ments électroniques qui accompagnent la liaison des
ligands. Le changement de spin du fer est toujours
accompagné par un changement des longueurs des
liens fer-ligand (Fe <-> Ne) ; dans les composés de
spin bas (S = 0, HbO,) ces liaisons sont plus courtes
que dans les composés de spin-élevé (désoxyHb, S =
2).Tres schématiquement la différence de spin cor-
respond a une modification de la tension Fe <-> azo-
te lors de la transition structurale R -> T.
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importante lorsque I’'Hb est saturée
en oxygene (état R) que dans le sang
veineux ou I’hémoglobine est déso-
xygénée (état T). De méme, la déni-
trosylation de la SNO-Hb est plus
rapide lorsque I’Hb est désoxygénée
ou oxydée (spin élevé) que lorsqu’elle
est oxygénée (spin bas, état R) (figure
2B). En conséquence, dans les pou-
mons, I’hémoglobine libére le CO,
et se charge en O, et en NOe. Dans
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les tissus, la désoxygénation de la
SNO-HbO, s’accompagne de la libé-
ration du NOe® et de la vasodilatation
des artérioles (figure 2B). Le fonc-
tionnement allostérique de I’hémo-
globine, déja impliqué dans le méca-
nisme de liaison et de transport de
Ioxygene, du CO, et des ions H*
s’avere donc également impliqué
dans la régulation de la pression
sanguine.

Figure 1. Biochimie du NO. A. Inter-
conversion des formes de NO selon
le potentiel redox. Trois voies pour-
raient avoir une action biologique,
mettant en jeu un métal (M), des
transferts de charge vers des accep-
teurs d’électrons (A) ou un couplage
avec les réactions redox thiol/disul-
fures. B. Voies d’action biologique:
en présence de NADPH et d’un cer-
tain nombre de facteurs, la NO syn-
thase (NOS), une protéine héminique
contenant un atome de fer lié a un
cycle protoporphyrine IX, active suc-
cessivement deux molécules d’O, et
insére deux atomes d’oxygene dans
le substrat arginine, donnant nais-
sance au « NO» et & la citrulline. Le
NO est produit sous trois formes: (1)
NO-, (2) composés S-nitrosylés, RSNO
(la forme produite majoritairement
chez I’'homme) ou N-nitrosylés (ami-
nes), (3) NO lié & un métal (M). Les
composés RSNO sont stables, ne ré-
agissent pas avec I'O,, a la différence
de NO-, trés réactif, qui forme immé-
diatement des peroxynitrites. La for-
me sous laquelle le NO est délivré et
transporté joue donc un réle majeur
dans la toxicité potentielle du NO. Le
NO module I'action des protéines en
réagissant de facon réversible avec
leurs groupes fonctionnels. L’activa-
tion de la guanylyl cyclase par
liaison du NO-< a son atome de fer
héminique rend compte de I'effet en-
dothelium-derived relaxing factor de
NO. On ne connait pas la réaction
qui permet a RSNO de libérer NOe-.
La réaction de NO avec les goupes
thiols protéiques a la surface des cel-
lules a été, par ailleurs, associée a
certains effets antimicrobiens, a la
modulation de I'activité du récepteur
NMDA, a la transmission du signal
relayé par I’ADP-ribosylation des
groupes sulphydryl protéiques...
D’aprés [2].

Une conséquence importante de cet-
te découverte concerne 'utilisation
de solutions d’hémoglobine libre
comme substitut du sang. En effet, il
a été montré lors d’expériences sur
I’animal ou lors d’essais cliniques
chez ’homme, que 'injection de so-
lutions d’hémoglobine purifiée pro-
voquait 'apparition d’une vasocons-
triction plus ou moins importante et
durable. Comme nous I’avons men-
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tionné plus haut, cette vasoconstric-
tion a été attribuée a la disparition
du NO «piégé» par I’'hémoglobine
en solution. La vasoconstriction arté-
riolaire observée lors de la perfusion
d’une solution d’hémoglobine est in-
hibée apres injection de SNO-Hb. En
conséquence, l'injection de ces sub-
stituts du sang a base d’hémoglobine
devrait étre associée a celle de SNO-
HbO,.

En conclusion, (1) le NO peut étre
transporté sous forme de SNO-Hb ce
qui permet d’envisager la préser-
vation de sa fonction vasodilatatrice
et d’oxygénation tissulaire en présen-
ce d’oxygene ; (2) cette liaison est
liée au fonctionnement allostérique
de I'hémoglobine ; (3) ces résultats
pourraient, selon les auteurs, avoir
un bénéfice thérapeutique comme
substitut du sang s’il se confirmait
que les solutions de SNO-Hb étaient
dépourvues d’effet vasoconstricteur.
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Figure 2. Transport sanguin du NO. A. Lors du passage alvéolaire le sang
s’enrichit en O, (’hémoglobine est en état R de forte affinité) et libere du CO,.
Il se charge aussi en NO qui se lie sur deux sites de la molécule d’hémoglo-
bine oxygénée: sur le I’'atome de fer dont I'affinité pour le NO est tres im-
portante, mais le NO réagit aussi avec I'atome de soufre (S) du résidu
cystéinyl f93. B. Au niveau capillaire, la libération de 1’0, entraine une modi-
fication conformationnelle de I’lhémoglobine (R - T) qui modifie I'environne-
ment de la cystéine 93 et permet la libération du NO. Celui-ci est vraisem-
blablement transféré au groupe thiol du glutathion, trés abondant dans le
globule rouge (5 mM), avant d’aller exercer ses effets vasodilatateurs dans la
microcirculation.

m/s n°6-7, vol. 12, juin-juillet 96



