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RÉSUMÉ

La molécule d’hémoglobine est essentielle pour le transport de l’oxygène dans

les tissus. Les hémoglobinopatbies telles que la -tha1assémie et i’anémie falciforme

(ou drépanocytose) sont des maladies affectant la structure, la fonction et la

production de l’hémoglobine. Ces désordres sont héréditaires et leurs sévérités sont

diverses, variant de conditions asymptomatiques à la mort infantile. Leurs

manifestations cliniques incluent l’anémie hémolytique, les attaques ischémiques

transitoires, les événements thromboernboliques et l’occlusion vasculaire

microcirculatoire causant des dommages à plusieurs organes.

L’objectif de ce mémoire était d’évaluer les altérations microcirculatoires et

cardiovasculatres associés à la p-thalassémie et à l’anémie falciforme chez des modèles

de souris transgéniques.

Un système d’imagerie ultrasonore à hautes-fréquences a été employé afin

d’évaluer la résistance périphérique à l’écoulement sanguin. Deux différentes

approches ont été employées : l’évaluation de l’index de résistance de Pourcelot et la

mesure de la résistance périphérique totale. La fonction cardiaque a également été

évaluée par échocardiograpbie.

L’utilisation de l’échographie à hautes fréquences a permis de confirmer la

présence de perturbations circulatoires chez des modèles de souris -thaÏassémiques

et drépanocvtaires. Les méthodes proposées dans ce travail pourraient être udilsées

pour détecter des altérations hémodynamiques chez ces modèles animaux et ainsi

permettre le phénotypage des souris malades.

Mots clés : bêta-thalassémie, anémie falciforme, échographie à hautes fréquences,

mdex de résistance de Pourcelot, résistance périphérique totale, fonction ventriculaire

gauche cardiaque.
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ABSTRACT

The molecule of hemoglobin is essential for die dehveiy of oxygen to the

tissues. I-Iemoglobinopatbies such as -thalassemia and sicide cd anemia are diseases

affecting die structure, ffinction, or production of hemoglobin. These disorders are

inherited and their severity ïs diverse, ranging from an asymptomatic condition to

infantile death. Clinical manifestations include hemolytic anemia, transitory ischernic

attacks, thromboernbolic events and microcirculatory obstruction causing damage tu

various organs.

The objective of titis smdy vas to evaluate die microcirculatory and

cardiovascular alterations related to die f3-thalassemia and sicide cd anentia of

transgenic mouse models.

A high-frequencv imaging svstem xvas used in order to evaluate peripheral

vascular resistance to blood ftow. Two different approaches were used: the evaluadon

of die Pourcelot resistive index and die assessment of die total peripheral resistance

Cardiac function was also assessed by echocardiography.

High-frequency ultrasound imaging confirmed die presence of circulatory

perturbations in mouse models of Ç3-dialassernia and sicide cefl anemia. The rnediods

presented in titis work are valuable potendal tools for monitoring hemodynamic

perturbations in small animais, winch shouid help die phenotyping of deseased

animais.

Key Words: beta-thalassemia, sickie cd anemia, bigh frequency ultrasound imaging

system, Pourcelot resistive mdcx, total peripheral resistance, left ventricule cardiac

function.
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Figure 45 : Schéma de la distribution des valeurs de résistance périphérique totale

obtenues chez les souris témoins, -thaÏassémiques et drépanocytafres 90

Figure 46 : Schéma illustrant : A) Un écoulement laminaire parabolique en coupe

longinidiale (I) et transversale (II)(h19); B) Un écoulement laminaire ii profil de

vitesse plat 94

Figure 47 : Variation de l’index de résistance de l’aorte abdominale en fonction du

temps suite à l’injection intraveineuse d’acétylcholme (1 ig/kg) au temps t 8

minutes chez une souris témoin. Chaque point représente une moyenne de 10
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valeurs d’index de résïstance de Pourcelot et les barres d’erreurs présentent

l’écart type 104

Figure 48 : A) Schéma représentant la méthode du calcul bidimensionnel du volume

ventriculaire gauche en coupe longitudinale. V représente le volume de la cavité

ventriculaire gauche, A son aire longitudinale et L, sa longueur. B) Analyse

échographique du volume ventriculaire gauche par sommation de disques. Un

nombre x d’images en mode B du ventricule gauche en coupe transverse sont

enregistrés distance égale de la base à l’apex du coeur (I et II). L’aire interne

de chaque tranche j du ventricule gauche est calculée en systole et en

diastole (I). La longueur L du ventricule gauche est mesurée sur une image en

coupe longitudinale (III) 105
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CHAPITRE 1: INTRoDucTIoN

L’anémie falciforme, ou drépanocytose, et la p-thalassémie représentent deux

maladies génétiques hématologiques. Ces désordres proviennent de mutations du

gène de l’hémoglobine responsables de sa malformation et des anomalies

morphologiques et fonctionnelles érydirocytaires. En plus des problèmes d’anémie,

les patients atteints souffrent de perturbations circulatoires se manifestant par des

attaques ischémiques transitoires, des événements thrornboemboliques ou des

obstructions microcnculatoires causant des épisodes de douleur sévère. Les travaux

de recherche présentés dans ce mémoire de maîtrise étudient les altérations micro

rhéologiques et cardiovasculaires associés aux atteintes circulatoires chez des modèles

de souris transgémques -thalassémiques et drépanocytaires.

Le premier chapitre présente les concepts nécessaires à la compréhension des

maladies étudiées. Le deuxième chapitre expose le protocole expérimental employé

pour évaluer la résistance périphérique à l’écoulement sanguin et la fonction

cardiaque. Le troisième chapitre présente les résultats obtenus chez des groupes de

souris témoins, -tha1assémiques et drépanocytanes. Enfm, une discussion générale

des résultats ainsi que quelques perspectives de recherche viennent conclure ce

document. En annexe, nous présentons un protocole proposé pour l’évaluation non

rntnlsive de la fonction endothéliale vasoactive et un article de conférence exposant

les travaux de ce mémoire.
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CHAPITRE 2: REVUE DE LA LITTÉRATURE

2.1 SANG

Le sang représente environ 8% du volume coi-porel total, c’est-à-dire 4 à 6 1. 11

est composé de trois types d’éléments cellulaires spécialisés suspendus dans un liquide

appelé plasma: les érythrocytes ou globules rouges, les leucocytes ou globules blancs

et les plaquettes (Fig. 1). L’hématocrite représente le volume qu’occupent les globules

rouges dans un échantillon sanguin total (Fig. lB). Les principaux rôles du sang sont

le transport d’oxygène et de substances nutritives aux différents tissus du corps,

l’évacuation des déchets et du dioxyde de carbone et la défense de l’organisme contre

les infections.

Plasma
(55% du sang)

Plaquettes et
Leucocytes
(<1% du sang)

Éryrhrocytes
(45% du sang)

B

Figure 1: A) Microscopie électronique du sang, montrant des
érythrocytes (rouge), des plaquettes (beige) et des leucocytes (vert,
bleu, lilas) (http://focus.aps.org/story/vl0/st28) B) Organisation

du sang en couches dans un échantillon additionné d’anticoagulant
et centrifugé (adapté de(l)).
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En plus des cellules, un grand nombre de substances organiques et

inorganiques se retrouvent dissoutes dans le plasma. Les principales substances

organiques sont les protéines plasmatiques telles que l’albumine, les globulines et le

fibrinogène. Les constituants inorganiques sont des électrolytes tels que le sodium, le

potassium ou encore le chlore.

2.2 CIRcULATION SANGUINE

La circulation se divise en deux grandes parties : la circulation systémique,

alimentant tous les tissus du corps, et la circulation pulmonaire (Fig. 2). Ces

circulations sont composées de systèmes fermés de vaisseaux sanguins.

Circulation - 9%

Veine cave
supérieure

Coeur-7%

Mères- 13%

Veine cave
Inférieure

Mérioles
et

Capillaires - 7%

Veines, veinules,
et sinus

veineux - 64%

Figure 2: Schéma de l’organisation du système cardiovasculaire2.
Les pourcentages indiquent la proportion de sang contenue dans
chaque section.

Aorte
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Les artères transportent le sang du coeur aux tissus. Elles emmagasinent la

pressÏon afm de fournir la force nécessaire de propulsion du sang lorsque le coeur est

au repos. Cette fonction est accomplie grâce aux propriétés élastiques des parois

vasculaires artérielles contenant des fibres de collagène et d’élastine. Les artères se

séparent ensuite en plus petits vaisseaux pénétrant les organes et se subdivisent en

artérioles. Ces dernières agissent comme conduits de témoin, régulant le débit en

fonction des besoins tissulaires, puisqu’elles possèdent une paroi vasculaire

musculaire pouvant dilater ou contracter l’artériole. Les artérioles donnent

subséquemment naissance aux capillaires qui sont le site d’échange des gaz,

nutriments, électrolytes et autres substances. La paroi capillaire est très mince et

expose de nombreux pores perméables à l’eau et à d’autres petites substances

moléculaires. Les veinules recueillent le sang des capillaires et rejoignent

graduellement les veines qui retournent le sang au coeur. Les veines servent de

réservoir de sang et sont exposées à des pressions très faibles.

2.3 HÉMODYNAMIQUE

L’hémodvna;nique constitue l’étude des caractéristiques physiques gouvernant

la circulation sanguine. Le débit à travers un vaisseau sanguin est déterminé par deux

facteurs : le gradient de pression du sang entre les deux extrémités du vaisseau et la

résistance vasculaire, se définissant comme l’ensemble des forces qui s’opposent à la

circulation sanguine. Le débit à travers un vaisseau peut être calculé par la formule

suivante:

O= (1)
R



$

où, Q représente le débit sanguin, AP la différence de pression entre les deux

extrémités du vaisseau et R la résistance vasculaire à l’écoulement. Cette formule

montre que le débit sanguin est directement proportionnel au gradient de pression et

inversement proportionnel à la résistance.

2.3.1 Résistance

La résistance à l’écoulement sanguin est déterminée par trois facteurs: la

viscosité sanguine (i)’ la longueur (L) et le rayon du vaisseau (r)

R7L (2)

La viscosité du sang à hérnatocrite normal et à haut taux de cisafflement1 est

environ 3 fois celle de l’eau. Elle dépend essentiellement du nombre de globules

rouges qui exercent une friction sur les cellules adjacentes et la paroi vasculaire, ainsi

que de la concentration de protéines plasmatiques. La viscosité du plasma est de 1,5

fois celle de l’eau.

Le rayon du vaisseau est le principal facteur déterminant la résistance

vasculaire2. Le sang traverse plus facilement un vaisseau à grand diamètre qu’un

vaisseau à faible diamètre puisqu’un volume donné entre en contact avec une surface

beaucoup plus grande lorsque le vaisseau possède un petit diamètre. Ainsi, jusqu’à 60

% de la résistance est générée dans les artérioles, le reste se répartissant à 15% dans

les capillaires, 15% dans les veines et lO% dans les artères3. De plus, les artérioles

contribuent à la résistance vasculaire périphérique grâce à leur capacité de témoinr

activement leur diamètre par l’activation de cellules musculaires lisses en présence de

stimuli vasodilatateurs ou vasoconstricteurs.

Force tangentielle qu’exerce chaque couche de sang concentrique en mouvement, parallèle à l’axe du
vaisseau, sur la couche de sang adjacente.
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2.4 GLOBULES ROUGES

Les globules rouges sont des cellules anuclées avant la forme d’un disque

biconcave de diamètre de 7,8 im et d’épaisseur de 2,5 irn sur les côtés et 1 p.m au

centre2. Chez l’homme normal, le nombre moyen de globules rouges est de 5,2x106

mm3 et chez la femme normale ce nombre est de 4,7x106 mrn . La fonction

principale des érythrocytes est la protection et le transport de l’hémoglobine qui à son

tour permet de transporter l’oxygène des poumons aux tissus. La biconcavité

érythrocytaire contribue à l’efficacité de leur fonction première en procurant une

surface de contact optimale pour la diffusion de l’oxygène à travers la membrane

cellulaire. Une autre caractéristique érythrocytaire importante est leur grande

déformabifité qui facilite leur transport à travers des capillaires étroits et tortueux de

diamètre aussi petit que 3 pm.

Les globules rouges sont exempts de noyau, organelles et ribosomes afrn de

maximiser le contenu en hémoglobine qui peut atteindre une concentration de

34 g/dl de cellules. A un hématocrite normal, le sang contient chez l’homme en

moyenne 16 g d’hémoglobine par décilitre de sang et 14 g/dL chez la femme2.

Cependant la concentration en hémoglobine varie selon l’âge, le sexe et les origines

ethniques5.

2.5 HÉMATOPOÏÈSE

Le lieu de synthèse des cellules sanguines change durant le développement

embryonnaire passant du sac vitellin2 au foie, à la rate et pour enfm s’installer dans la

moelle osseuse, lieu exclusif de la production après la naissance (Fig. 3).

2 Vésicule, très réduite dans l’espèce humaine, appendue à la partie ventrale de l’intestin et reliée à
l’intestin par le canal vitellin.
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Sac vitellin Rate

J[ Moelle osseuse

6 12 18 26 30 36 1 6 12 18 24 30 36 42 48
Naissance

Age post-conception(semaines) Age post-natal (semaines)

Figure 3: Sites d’érvthropoïèse durant le développement humain
(adapté de (6)).

Le site actif d’hématopoïèse de la moelle est surnommé la moelle osseuse rouge

puisqu’il contient un grand nombre de globules rouges immatures. La moelle osseuse

renferme également des cellules graisseuses, mais ces dernières sont inactives en

termes d’hématopoïèse. La partie de la moelle composée majoritairement de cellules

graisseuses se nomme moelle jaune. Durant la croissance, la moelle rouge est

graduellement remplacée par de la moelle jaune dans les os longs tels que le tibia et le

fémur, ce qui restreint les sites d’hématopoïèse aux os membraneux tels que les

vertèbres, le sternum, ou encore les côtes2. La moelle rouge est également le site de

synthèse des globules blancs (leucocytes) et des plaquettes.

Toutes les cellules sanguines circulantes dérivent des cellules souches

hématopoïéflques pluripotentes, c’est-à-dire des cellules souches non différenciées

capables de produire diverses cellules différenciées. A partir de la cellule souche

plunpotente, plusieurs différenciations sont nécessaires afin de former la première

cellule appartenant à la lignée des globules rouges, le proérythroblaste (Fig. 4). Ce

précurseur subit une série de divisions produisant chacune des cellules de plus en plus

petites.



li

figure 4: Développement érythrocytire et régulation (adapté de
(7)).

La synthèse d’hémoglobine débute durant le stade d’érythrohlaste et continue

jusqu’à la maturation érythrocytawe. Durant sa transformation, l’érythrocyte accumule

une grande quantité d’hémoglobine ce qui cause la condensation et l’extrusion du

noyau cellulaire. Les cellules entrent dans la circulation sanguine par diapédèse sous

forme de rédculocytes et finissent leur maturation en 24 à 48 heures en évacuant les

organelles cellulaires telles que les mitochondries ou les nbosomes. Elles perdent par

conséquent leur capacité de synthétiser l’hémoglobinem.

Le nombre total de globules rouges est hautement régulé pour permettre un

transport adéquat de l’oxygène des poumons aux tissus sans toutefois devenir trop

nombreux et entraver la circulation sanguine. L’érythropoïèse est régulée par les

besoins des tissus en oxygène. Une diminution de la quantité d’oxygène transportée

peut être captée par des cellules spécialisées au niveau du rein. Ces dernières

CeIkIe érythroide
souche différenciéConcentration

tissulaire d’oxygène
faible

Noyau
éliminé J

Masse éryttirocytaire )GIobules rouges
matures
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produisent un facteur de croissance appelé l’érythropoïémne qui stimule la

prolifération et la maturation des précurseurs des globules rouges ainsi que la

libération des réticulocytes(Fig. 4.

La durée de vie des globules rouges rnamres est d’environ 120 jours. Avec le

vieillissement, la membrane cellulaire érythrocytaire devient plus fragile et rend la

cellule susceptible à la rupture lors du passage à travers les vaisseaux étroits de la

circulation. Ainsi, une partie des érythrocytes se détruisent lors du passage dans les

petits espaces trabéculaires de la rate. La destruction des globules rouges et la

dégradation de l’hémoglobine qu’ils contiennent est facilitée par les cellules

phagocytaires de la rate, du foie et de la moelle osseuse.

2.6 HÉMOGLOBINE

La structure de l’hémoglobine humaine change durant le développement.

Ainsi chaque type d’hémoglobine est un tétramère constitué de deux différentes

paires de chaînes polypeptidiques nommées globines (fig. 5).

chaîne p, chaine p.

Groupes Hème
chaîne Oi chaîne o,

figure 5 : Molécule d’hémoglobine (4).
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Les gènes de ces globmes de type Œ et f3 sont encodés sur les chromosomes 16

et 11 respectivement. Au cours des stades du développement, différentes globines de

type oc et f3 sont activées (Fig. 6A), pour former différentes hémoglobines (fig. 6B).

A

C

-C

C
n

0

B Embryon
Ç2e2
Ç 2’2

Œ 262

Figure 6: A) Chaînes de globine produites au cours du
développement de l’homme, de la conception à l’âge adulte. B)
Composition des hémoglobines selon le stade de développement. La
lettre en grec désigne le nom de la globine et l’indice indique le
nombre de chaines. L’indication entre parenthèses est le nom de
l’hémoglobine résultante (adapté de (8)).

À l’âge adulte, la totalité des hémoglobines est constituée de: 97%

d’hémoglobine A (HbA), 2,5% d’hémoglobine A, (Hb A2) et <1% d’hémoglobine

foetale HbF)8. Chaque chaîne de globine contient dans son groupe hème un atome

de fer capable de lier de façon réversible l’oxygène (Fig. 5).

Foetus Adulte
Œ2f32 (HbA)

Œ212 (HbF) Œ22 (HbA2)
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2.7 HÉMOGLOBINOPATHIES

Les hérnoglobinopathies sont des désordres héréditaires entraînant des

variations structurelles de l’hémoglobine dont les plus fréquentes sont les thalassémies

et les désordres drépanocytaires (ou anémie falciforme).

2.7.1 Ç3-thalassémie

En 1925, Thomas Cooley et Pearl Lee ont identifié une forme d’anémie

sévère présente dès l’enfance, associée une spiénomégalie (augmentation anormale

du volume de la fate) et à des changements osseux caractérïstiques9. En 1932,

George H. Whipple donne à ce désordre le nom t/,aÏasse’mie, venant de thatassa

signifiant «la mer », puisque les patients qu’il avait étudiés venaient de la région

Méditerranéenne°.

Les thalassémies sont un groupe de maladies héréditaires diversifiées caractérisées par

une diminution ou une absence totale de la synthèse d’une ou plusieurs chaînes de

globines. Dépendamment de la chaîne de globine impliquée, elles sont classifiées en c,

f3, , 6, 6f3 et si6f3 thalassémie, les plus courantes étant 1’Œ-thalassémie et la f3-

tha1assérnie1. Ainsi la f3-ffialassérnie résulte de la réduction (f3-ffialassémie) ou de

l’absence (f3°-thalassémie) de production de la chaîne f3-g1obine2.

2.7.1.1 Classification et génétique

La f3-thalassémie est extrêmement hétérogène au niveau moléculaire, puisque

plus de 180 différentes mutations entraînent ce phénotvpe. Brièvement, ce sont soit

des délétions3 au niveau du gène de la f3-globine ou des mutations très souvent

ponctuelles affectant la transcription de l’ADN en ARN messager, la maturation de

Processus entraînant la perte de matériel chromosomique sur un segment d’ADN.
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l’ARN messager ou la traduction de l’ARN messager en -globine12. Les phénotypes

cliniques de la -tha1assémie peuvent être séparés en trois catégories selon la sévérité

des symptômes: la thalassémie majeure, la thalassémie intermédiaire et le trait

thalassémique. La thalassémie majeure consiste en une anémie sévère associée ît des

symptômes. Elle se présente chez des individus homozygotes4 pour une mutation

thalassémique ou des individus hétérozygotes5 présentant une combinaison de

plusieurs mutations thalassémiques. Chez ces individus, l’anémie s’accompagne

généralement d’une diminution severe de la pigmentation cutanée ou tissulaire

normale causée par la réduction anormale de la teneur en hémoglobine des

érythrocytes, ou hypochromie, et une diminution du volume globulaire moyen, ou

microcytose (Fig. 7). Le niveau d’hémoglobine décroît progressivement durant les

Figure 7 : Morphologie des globules rouges chez un patient atteint

de thalassémie majeure.

premiers mois de vie et peut atteindre des concentrations aussi basses que 3 4 g/dL

de sang. Les concentrations moyennes normales d’hémoglobine chez un mdividu en

santé sont de 15.5 g/dl chez l’homme et de 14.0 g/dl chez la femme. Les patients

4 Individus portant la même mutation sur chacun des deux allèles de la même paire de chromosomes.

La mutation est contenue sur un seul aflèle de la même paire de chromosomes
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non-traités risquent la mort dès la naissance. Environ 1O% des mdividus -

dilassémiques homozygotes expriment un phénotype de sévérité hématologique

intermédiaire. Ces patients présentent une réduction modérée de la synthèse de la f3-

globine et survivent généralement jusqu’à l’âge adulte. Le trait thalassémique est un

état de porteur asymptomatique. Ces patients sont hétérozygotes pour une mutation

thalassémique.

2.7.1.2 Distribution mondiale et génétique des populations

Tel que montré à la figure 8, la f3-thalassémie se distirbue en grande partie à

travers les populations de l’Afrique, la région Méditerranéenne, le Moyen-Orient,

l’Inde et en Asie du Sud-Estt9.

Dans ces populations, l’incidence du gène est estimée entre 3 et 1O%(3).

Cependant, en raison des mouvements de populations, ces affections sont aussi

répandues en Amérique et en Europe de l’Ouest. Notons que cette maladie peut

apparaître sporadiquement au niveau de tous les groupes ethniques10. Des études sur

les populations suggèrent que les porteurs de gènes causant la thalassémie ainsi que

l’anémie falciforme sont protégés contre la malaria P. faIdpa17mi14. Les études ont

montré que la f3-thalassémie est apparue dans les régions malariales suite à une

sélection positive du gène muté14.
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Figure 8 : Distribution mondiale de la -ffia1assémie9’.

2.7.1.3 Pathophysiologie et manifestations cliniques

Les principales pathologies et manifestations chniques de la 3-thalassémie

sont: l’anémie, les modifications osseuses, la splénomégahe, la surcharge de fer et

l’occlusion vasculaire (Fig. 9).
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Figure 9: Résumé des conséquences de production excessive de
chaînes d’Œ-globine. Les processus primaires sont indiqués en
orange et les processus compensatoires en jaune (adapté de (13)).

Anémie

Le phénotype clinique varie selon le génotype des patients et le taux de

diminution de la production des chaînes de -globine. La cause principale de l’anémie

présente lors de la 3-tha1assémie est le déséquilibre entre la synthèse des chaînes de

globines Œ et 3. Chez les individus les plus sévèrement atteints (homozygotes), l’ot

globine libre s’accumule dans la cellule puisqu’elle est incapable de former des

tétramères d’hémoglobine et les chaînes d’Œ-globine s’aggrègent et précipitent

formant des inclusions, appelés également « corps de Heinz », à l’intérieur des

précurseurs des érythrocvtes (Fig. 7)(12) Les corps de Heinz interfèrent dans le

processus de maturation des précurseurs érythrocytaires en stimulant l’apoptose, ou

mort cellulaire programn-rée, de ces derniers05 16) Cends et al. ont démontré que chez

des patients thalassémiques le taux d’apoptose érythrocytaire à l’intérieur de la moelle
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osseuse était de 3 à 4 fois supérieur à celui des sujets normaux’. Ainsi, l’apoptose

serait à l’origine de l’inefficacité de l’érythropoïèse et donc en grande partie de

l’anémie résultante. De plus, l’anémie comporte également une composante

hémolytique, puisque les érythrocytes ayant atteint la maturité et contenant des corps

de Heinz rnontient une rigidité accrue. Ceci occasionne leur élimination et leur

destruction lors du passage à travers les capillaires sinusoïdes étroits de la rate et

ailleurs dans la microcirculation. Les agrégats d’Œ-globine se liant au cytosquelette

membranaire endommagent les protéines de la membrane cellulaire ce qui cause la

rigidité érythrocytaixe’ .

Finalement, l’excès d’-globines provoque une série de processus oxydatifs.

L’oxydation endommage la membrane et certaines composantes érythrocytaires,

créant ainsi des sites de liaison membranaire pour les immunoglobulines G (IgG) et

rendant les globules rouges susceptibles à l’élimination par les macrophages°2.

ivfoc%ficatioii osseuse

La diminution considérable de la capacité globale de transport d’oxygène du

sang stimule la sécrétion de grandes quantitées d’érythropoïétine afin de promouvoir

une hyperplasie érythroïde compensatoire. Cependant, la capacité de la moelle

osseuse de répondre à ce message est limitée par l’érythropoïèse inefficace. Ceci cause

l’expansion massive de la moelle osseuse avec une production réelle très limitée de

globules rouges et un amincissement de l’os cortical. Chez certains patients,

l’éiythropoîèse est si exubérante que des masses de tissu éiythropoïétique

extramédullaire sont formées dans l’abdomen, le pelvis et la poitrine8. L’expansion

massive de la moelle osseuse exerce plusieurs effets adverses sur la croissance, le

développement et le fonctionnement de certains organes. Certains enfants présentent
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même des déformations des os crâniens et faciaux et une porosité au niveau des os

longs et des vertèbres10.

Spténomegatie

L’exposition incessante de la rate aux globules rouges contenant des

inclusions entraîne l’hypertrophie de la rate, appelée splénomégalie. Elle agit telle une

éponge séquestrant une proportion considérable de la masse érythrocytaret9. La

spiénomégalie peut être évitée par transfusion régulière de sang°9. Cependant, lorsque

les besoins en transfusion excèdent 200 mL de globules rouges par kilogramme de

poids corporel, les patients doivent subir une ablation chirurgicale de la rate ou

spiénectomie. Le même processus peut avoir lieu dans le foie surtout après la

spiénectomie.

SurcIaigt’ deftr

Les patients thalasséntiques sévèrement atteints manifestent une

augmentation de l’absorption intestinale de fer causée par l’expansion de la

population de précurseurs de lignée érythroïde. L’absorption accrue entraîne une

accumulation graduelle de fer dans certaines cellules du foie et les macrophages de la

rate8’ 19)• De plus, les patients thalassén-iiques homozygotes requièrent des transfusions

sanguines régulières qui contribuent à accentuer l’accumulation de fer dans les glandes

endocriniennes, le foie et le myocarde. La toxicité primaire du fer non-lié à des

protéines d’entreposage ou de transport est reliée à sa capacité de générer des

radicaux libres causant des dommages oxydatifs. L’absence d’un traitement chélateur6

permettant l’excrétion du fer entraîne une dysfonction graduelle au niveau du coeur,

6 Traitement permettant la formation d’un complexe soluble et non toxique avec un métal lourd
facilitant amsi son excrétion de l’organisme.
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du foie et des glandes endocriniennest19. Le coeur thalassémique subit d’abord des

changements suite ii l’anémie chronique s’aggravant ensuite par la surcharge de fer qui

est associée à l’hypertrophie et la dilatauon cardiaque, ainsi que la dégénérescence des

fibres myocardiques’3. La survie des patients -tha1assémiques est déterminée par

l’ampleur de la charge en fer dans le cœurt20, puisque la cause principale de décès chez

ces individus est de nature cardiaque21. La surcharge de fer peut également entraîner

des complications au niveau du foie, telle que la fibrose, et un désordre des glandes

endocriniennes, associé au diabète ou au retard de croissance et de maturation

(13; 19)
sexue e

Occlusion vascittaire

Borgna Pignatti et al. ont mené une étude auprès de 9 centres thalassémiques

italiens montrant que 3,95% des patients atteints de thalassémie majeure et 9,61% des

patients atteints de thalassémie intermédiaire présentaient des épisodes

thromboemboliques22. Ces évènements thromboemboliques peuvent être localisés au

f,- 73)

niveau cerebral, pulmonaire, hepatique, cardiaque, ou veineux Les causes de

l’occlusion vasculaire chez les patients thalassémiques sont complexes impliquant les

plaquettes, la surface membranaire réactive des érythrocytes thalassémiques, les

facteurs de la coagulation et l’endothélium.

Une première hypothèse probable de ces évènements est l’état

d’hypercoagulation présent chez les patients thalassémiques. Des études ont

démontré d’une part la diminution de la survie des plaquettes24 et d’autre part une

augmentation des agrégats plaquettaires circulants chez les patients tha1assémiques25.

De plus, l’activation plaquettaire est confirmée par l’observation d’une production



22

accrue de thromboxane A2 et de prostacydline, deux prostaglandines impliquées dans

l’agrégation plaquettaire26.

L’effet pro-coagulant proviendrait des globules rouges des patients

thalassémiques qui montrent des niveaux supérieurs de phospholipides anioniques

telle que la phosphatidylsérine (PS) à leur surface membranare2’ 27) En temps

normal, les phospholipides chargés négativement sont confmés à la couche interne de

la membrane cellulaire érythrocytaire10. Une enzyme membranaire permet la

translocation de la PS vers l’extérieur. Les globules rouges âgés exposent une grande

quantité de PS sur la couche externe de leurs membranes puisqu’elle est impliquée

dans la reconnaissance et l’élimination des globules rouges par la rate23. L’exposition

des PS au mveau de la membrane externe des érythrocytes thalassémiques est due aux

dommages oxydatifs induits par l’accumulation de chaînes d’c-globines27). La PS peut

activer la prothrombine en thrombine, conduisant à l’activation plaquettaire et la

formation d’agrégats plaquettaires (Fig. 10).

fi rDmbus formIot

Figure 10 Processus d’obstruction vasculaire.23
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Cependant, l’exposition de PS sur la surface membranatie érythrocytaire

contribuerait également à deux autres phénomènes, soit l’augmentation de

l’agrégation érvthrocytaire et de l’adhérence érythrocytaire aux cellules endothéliales

vasculaires. Ainsi, les globules rouges des patients thalassémiques montrent une

augmentation de l’adhésion aux cellules endothéliales en culture26. L’adhésion des

globules rouges aux cellules endoffiéliales vasculaires est considérée comme une cause

importante de l’initiation de l’occlusion vasculaire, plus particulièrement au niveau de

la microcirculation2. De plus, une étude montre une augmentation de l’agrégation

érythrocytaire in vitro avec la formation d’agrégats de grande taille chez des patients

atteints de thalassémie majeure fig. ll)(30). La formation normale de rouleaux

•

Figure 11 : Agrégats érythrocytaires observées chez des sujets

témoins (I) et des patients -thalassémiques (II) à grossissement
- (3fl)eleve A) ou faible (B)

typiques était absente dans cette étude et des forces de cisaillement supérieures étaient

nécessaires afm de disperser les agrégats de forme compacte. Toutefois, la taille des
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agrégats était réduite à des niveaux normaux suite à la transfusion sanguine des

patients thalassérniques confirmant ainsi que l’ajout de globules rouges normaux aux

globules rouges thalassémiques permet de réduire l’agrégation érythrocytaire3°.

2.7.1.4 Traitements

Durant les dernières décennies, le pronostic des patients atteints de f3-

thalassémie majeure a grandement été amélioré par les traitements de transfusion et

de chélation du fer. La figure 12 montre la probabilité de sur-vie chez des patients f3-

thalassémiques italiens (A) et britanniques (B).

A survival (n=820) free survival (n=718) B 1.00

°‘
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Figure 12: A) Probabilité de survie et de sur-vie sans évènements

(<tfree survivab, excluant l’hypothyroïdisme et l’liypogonadisme

traité) chez des patients italiens atteints de f3-ffialassémie majeure nés

entre 1970 et 1987 (21). B) Proportion de sur-vie au-delà de l’âge de

12 ans chez des patients britanniques atteints de f3-ffialassémie

majeure, montrée par cohortes d’année de naÏssance31.

Traiisfiision sanguine

Le principal traitement symptomatique pour les patients atteints de

thalassémie est la transfusion sanguine. Un programme adéquat de transfusion peut

d’une part prévenir la mort causée par l’anémie durant les premières années de vie et

—Pefoe 1955

1965—74

—-197E—44
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permettre une croissance et un développement normal durant l’enfance, et d’autre

part limiter l’érythropoïèse endogène et les complications qu’elle entraîne32’ 33)•

Généralement, les transfusions sont administrées chaque deux à quatre s ines°’ 32)

Dans le but d’éviter des réactions aux transfusions, le sang doit être filtré pour

éliminer les globules blancs. Toutefois, le risque de transmission d’agents viraux tels

que l’hépatite B, C et le VIH demeurent une problématique importante des

transfusions sanguines33.

Traiteme,tt chélateur c/tifrr

La surcharge de fer peut être évitée ou traitée par l’administration d’un agent

chélateur capable de former un complexe soluble et non toxique avec le fer et de

promouvoir son excrétion. La déféroxamine est le seul agent chélateur utilisé à grande

échelle pour usage clinique ayant démontré son efficacité dans le traitement de la

thalassémie. La déféroxamine est absorbée faiblement par voie orale et métabolisée

rapidement dans le plasma nécessitant par conséquent l’infusion par voie parentérale

sur une période allant de 8 à 12 heures19. Ce médicament a montré une grande

efficacité inversant la toxicité au niveau des organes et prolongeant l’espérance de vie

lorsqu’il est utilisé adéquatement. Cependant, pour atteindre un niveau suffisant

d’élimination du fer, ce médicament doit être administré au moins 250 jours par

année. Le régime de traitement souvent inconfortable et rigoureux entraîne une

adhérence faible au traitement plus particulièrement chez les adolescents et les jeunes

adultes33. De plus, des effets neurologiques toxiques ont été rapportés lors de

l’administration de ce médicament. De ce fait, la surveillance pour toxicité est

essentielle dès le début de ce traitement. Un autre médicament chélateur pouvant être
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administré par voie orale, le déféuprone, est encore sous étude mais les chercheurs ne

s’entendent pas sur son efficacité et son innocuité’9 34)

Traizip/autation de moetle osseuse

Le seul traitement capable de guérir la thalassémie en corrigeant l’anomalie

génétique est la transplantation de cellules souches hématopoïétiques provenant de la

moelle osseuse. Depuis 1982, plus de 1000 transplantations de moelle ont été

effectuées à travers le monde13. Le prérequis à la transplantation est la disponibilité

d’un donneur ayant un système d’histocompadbffité HLA (système majeur

d’histocompatibffité humain)7 identique. La procédure consiste à prélever de la moelle

osseuse de l’os iliaque du donneur et de l’infuser dans une veine périphérique en 4 à 6

heures chez le patient thalassérmque ayant subi un traitement de préparation visant à

éradiquer son système hématopoïétique et réprimer son système immunitaire. Le

résultat thérapeutique de la transplantation est influencé par trois facteurs de risque

avant-transplantation : la présence d’hépatomégalie, de fibrose du foie et l’efficacité

du traitement de chélation. Une complication possible est la persistance de cellules

hématopoïétiques résiduelles du patient thalassémique35. Mentionnons également

qu’il existe d’autres approches expérimentales de remplacement de la moelle osseuse

tel que la transplantation de sang de cordon ombilical et la transplantation de moelle

osseuse intra-utérine33.

Approches epérime;itates

Les principales approches expérimentales incluent la réactivation ou

l’augmentation de production d’hémoglobine foetale (HbF) et la thérapie génique.

Brièvement, le raisonnement derrière la thérapie d’induction d’Hbf est basé sur le fait

Systmc de gènes codant pour des protéines se trouvant sur les membranes de toutes les cellules de
l’organisme et servant principalement dans la reconnaissance du soi.
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que chez les patients thalassénuques ayant une persistance d’HbF, le ratio entre les

chaînes Œ et non-a est balancé permettant une sur-vie prolongée des globules

rouges33. Les agents thérapeutiques utilisés sont des médicaments cytotoxiques,

l’érythropoïédne et des analogues des butyrates10. Certains de ces composés utilisés

seuls ou en combinaison ont montré une légère augmentation de 1’HbF chez les

patients thalassérniques mais dans l’ensemble les études ont été décevantes° 13)• La

thérapie génique, quant ii elle, consiste ii corriger la mutation génétique en transférant

le gène de -globine dans une cellule souche hématopoïétique. Cependant, ce jour,

aucune méthode n’a été développée pour le transfert de gènes chez l’humain33.

2.7.2 Anémie falciforme

L’anémie falciforme est un trouble hériditaire caractérisé par une anémie

hémolytique chronique ainsi que des épisodes transitoires de douleur sévère. En 1910,

James Herrick, un médecin de Chicago, décrit chez un étudiant africain une forme

d’anémie accompagnée de douleurs intermittentes et présentant des globules rouges

en forme de faucffle8. Ce n’est qu’en 1927 que Hahn et Gifiespie ont démontré que

la privation d’oxygène induisait la déformation des globules rouges (Fig. 13) et que

cette dernière était réversible lors de la réoxygénation°. En 1949, Pauling et ses

collègues découvrent que c’est l’hémoglobine des patients atteints d’anémie falciforme

qui est anormale.
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Figure 13 Globules rouges drépanocytaires présentant des

anomalies de la forme, à différents agrandissements, v-us par

microscopie électronique à ba1ayage36.

2.7.2.1 Génétique

L’anémie falciforme, ou drépanocytose, est causée par une seule substitution

(thymine pour adénine) sur l’ADN de la Ç3-globine résultant conséquemment par le

remplacement d’un acide aminé va1ine par acide glutamique) sur la chaîne de
-

globine. L’hémoglobine d’un individu homozygote pour cette mutation est désignée

comme hémoglobine S. Il existe d’autres variantes d’hémoglobine drépanocytaire et

les formes d’anémie résultantes présentent des caractéristiques phvsiopathologiques et

cliniques similaires l’hémoglobinose SC, l’hémoglobinose SD et l’anémie

microdrépanocytaire. L’état homozygote d’anémie falciforme (hémoglobine S) est le

plus grave de ces désordres. Un individu hétérozygote pour la mutation n’est que

porteur asymptomatique de la maladie et sa condition se nomme trait drépanocvtaire.
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2.7.2.2 Distribution mondiale et génétique des populations

L’anémie falciforme affecte plus particulièrement les populations d’Afrique

mais également celles d’Italie, de la Grèce, de la Turquie, de l’Arabie Saoudite et de

j /
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/
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Figure 14: Distribution du gène d’hémoglobine (9)

l’Inde (Fig. 149. De plus, aux États-Unis plus de 50 000 Américains de différentes

origines ethniques sont atteints de cette hémoglobinopathie. Chez les Afro-

américains, la prévalence de l’anémie falciforme est d’environ 2,66 %o, 1,19 %o pour

l’hémoglobinose SC et 0.6 %o pour la maladie microdrépanocytaire37. Ainsi, 7,8 Yo

des Afro-Américains sont porteurs du trait drépanocytaire’°. Au Royaume-Uni, le

nombre d’individus atteints de drépanocytose s’estime . 12 OOO. Comme pour la -

thalassémie, la prévalence élevée du gène de l’anémie falciforme dans les régions du

monde où la malaria est fréquente, suggère que lors de l’infection par cette maladie

parasitaire les personnes atteintes du trait drépanocytaire ont un avantage sélectif par

rapport aux individus normaux1.

j
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Figure 15: A) Résumé du processus de faciformation39. Lors du
passage des globules rouges dans la microcirculation, l’oxygène est
relaché de l’oxyhémoglobine (cercles rouges) générant la
déoxyhémoglobine (cercles mauves). La partie gauche du diagramme
illustre les molécules d’hémoglobine. La désoxygénation de
l’hémoglobine S induit un changement de conformation de la
molécule favorisant sa polymérisation. La partie centrale du
diagramme montre l’assemblage de déoxyhémoglobine S en fibre
hélicoïdale de structure spiralée. t,1 représente le temps de délai entre
la désoxygénation de l’hémoglobine et la polymérisation. La partie
droite du diagraimne présente les phénomènes visibles au niveau
cellulaire. B) Section longitudinale d’un globule rouge drépanocytaire
désoxygéné C) Section longitudinale montrant des fibres alignées de
polymères d’hémoglobine
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2.7.2.3 Pathogenèse moléculaire

Tel que v-u précédemment, les globules rouges contiennent de très fortes

concentrations d’hémoglobine ce qui nécessite une extrême solubilité de cette

protéine. Cependant, lorsque la concentration du sang en oxygène chute, les

molécules de déoxvhémoglobine S s’agrègent et s’assemblent en longues fibres de

polymères de strucmre hélicoïdale (Fig. 15A et C).

La vitesse de désoxygénation et la présence de forces de cisaillement dans la

circulation sanguine influencent l’alignement intracellulaire des polymères d’HbS et

par conséquent la forme des globules rouges8. Les globules rouges drépanocytaires

désoxygénés lentement forment de longues fibres bien alignées et ceux désoxygénés

très rapidement forment un grand nombre de très courtes fibres (Fig. 16).

Fibers Cefls

HoIiyeaf

GranuIar

Figure 16 : Schéma montrant les types de fibres de polymères et les
formes résultantes typiques de globules rouges faucille ou croissant
(« sicide », feuiile de houx (« holly leaf » et granulaire

(<f granular ») (8).

Dans les globules rouges en forme de faucille ou croissant, les fibres

d’hémoglobine S s’orientent sur l’axe long du globule rouge, pointant en direction des

projections (Fig. 15 (B)). Le taux de formation de ces polymères dans un globule

rouge drépanocytaire circulant dépend de trois variables : le degré de désoxygénation

de la cellule, la concentration intracellulaire d’hémoglobine et la présence ou absence



d’hémoglobine foetale. Toutefois, puisque le temps de transit des globules rouges dans

la microcirculation est court et qu’il existe un temps de délai avant la polymérisation

(désigné par t dans la figure 15) de l’HbS, plus de $0% des globules rouges ne

formeront pas de polymères après leur passage dans les artérioles et capfflaires39. La

polymérisation de l’hémoglobine S est l’événement principal de la pathogenèse de

l’anémie falciforme causant une altération de la forme des globules rouges et une

diminution de leur déformahilité.

De plus, la polymérisation de l’HbS entraîne des dommages de certains

canaux ioniques de la membrane cellulaire (co-transporteur KC1 et canal potassique

activé par le Ca2) qui induisent la déshydratation et par conséquent l’augmentation dc

la densité cellu1ane1” 41) Les paents drépanocytaires présentent une proportion

substantielle d’érythrocytes à densité élevée. Puisque le taux de polymérisation de

l’HbS désoxygéné dépend de la concentration intracellulaire d’hémoglobine, les

cellules denses exposent une susceptibilité accrue à la déformation et à la

rigidificaion. L’étape fmale de ce processus sera la formation d’une cellule

irréversiblement falciforme qui même lors de sa réoxygénation totale exhibe une

, (39 41)
forme allongee typique sans contenir des polvmeres d HbS

2.7.2.4 Physiopathologie

Les deux manifestations chniques saillantes sont une sévère hémolyse et des

épisodes d’occlusion vasculaire. Ces manifestations et les complications qu’elles

entraînent sont discutées brièvement ici.
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L’occlusion vasculaire, pouvant affecter la micro- et la macro-circulation, est

responsable de la majorité des complications cliniques des patients drépanocytaires

(42). Il est incontestable que la polymérisation de 1’HhS et la déshydratation cellulaire

ainsi que la falciformation et la diminution de la déformabilité cellulaire qui en

découlent, entraînent une obstruction vasculaire mécanique. Cependant, le

mécanisme global d’obstruction vasculaire implique également des interactions

complexes entre les érythrocytes, les leucocytes et l’endothélium vasculaire.

L’adhésion anormale de globules rouges drépanocytaires à l’endothélium

vasculaire a d’abord été décrite in vitro, dans un système de culture statique et

confrrmée dans des systèmes statiques et dynamiques13. Par la suite, Kaul et al. ont

démontré, en utilisant une préparation ex vivo de mesocécum de rat, que les

érythrocytes drépanocytaires en circulation adhérent exclusivement aux veinules (Fig.

17 (A) et (B)), et que cette adhésion est en relation inverse avec le diamètre du

vaisseau. De plus, les globules rouges qui adhérent aux cellules endothéhales sont

des cellules à faible densité (Fig. 17 (C) et (D)).
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Figure 17 Adhésion d’érythrocytes drépanocytaires à la paroi
endothéliale. A) La flèche montre la direction du débit. B) Les
petites flèches montrent des vaisseaux post-capfflaires totalement
occlus. C) La flèche montre un capillaire veineux obstrué qui rejoint
une veinule présentant des globules rouges individuels adhérents. D)
La même surface est observée sous épi-fluorescence. Les cellules
denses marquées sont bloquées dans le capillaire veineux mais sont

absentes de la veinule44.

En se basant sur ces observations, Kaul et al. ont proposé un modèle

d’occlusion vasculaire dans lequel les globules rouges drépanocytaires à faible densité

adhérent aux cellules endothéliales des veinules post-capfflaires. La lumière des

vemules étant diminuée, les cellules à haute densité et les cellules irréversiblement

falciformées se retrouvent piégées et entraînent l’obstruction vasculaire (Fig.
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Figure 18 : Modèle d’obstruction vasculaire présenté par Kaul et ai.

Les interactions moléculaires responsables de l’adhésion érythrocytaire aux

cellules endoffiéliales dépendent de molécules d’adhésion présentes sur les globules

rouges drépanocytaires et les cellules endothéliales activées des patients atteints39.

L’activation des cellules endothéliales joue un rôle important dans l’adhérence des

globules rouges drépanocytaires et la pathogenèse des événements occlusifs

vasculaires aigus.

Des observations cliniques suggèrent également que les leucocytes jouent un

rôle dans la pathogenèse de l’anémie falciforme. Par exemple, l’augmentation du

nombre de leucocytes chez les patients thalassémiques est associée à une

augmentation de la mortalité45 et des infarctus cérébraux46. De plus, il y a une

activation accrue des globules blancs chez les patients drépanocytaires et ces premiers

sont capables d’activer à leur tour les cellules endothéliales, favorisant ainsi l’adhésion

des érythrocytes à la paroi vascu1afre.

In vivo, chez des souris drépanocytaires, le nombre de leucocytes roulant et

adhérant à la paroi endothéliale est significativement plus élevé que celui de souris
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+
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témoins. Les globules rouges drépanocytaires interagissent également avec ces

leucocytes (Fig. 1 9)(48)

Figure 19 : Micros copie intravitale de la microcirculation dans le
muscle crémaster de souris drépanocytaires. Les flèches montrent
des érythrocytes ayant adhérés des leucocytes (échelle graphique,
15 tim)48.

Les cycles répétitifs de falciformation érydirocytaire suivie d’un retour à la

forme normale causent l’oxydation de la membrane cellulaire et l’exposition de la p5

et de l’immunoglobuline G sur la surface membranaire externe (49). Ce mécanisme

pourrait expliquer l’adhésion érydirocytaire aux leucocytes. Subséquemment, Frenette

propose un modèle alternatif de l’obstruction vasculaire dans lequel les leucocytes

jouent un nMe clé dans l’initiation de l’occlusion vasculaire (Fig.

Figure 20 : Modèle d’obstruction vasculaire présenté par Frenette.
L’occlusion s’effectuerait en 4 étapes i) activation de l’endothélium
par les leucocytes et éiythrocytes, il) adhésion des leucocytes
(< WBC »), iii) interactions entre les éiydirocytes et leucocytes, et iv)
occlusion vasculaire46.
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Un troisième processus contribuant à l’occlusion vasculaire est l’agrégation

érythrocytaire décrite par Morris et aL50 et Schmid-Schônbein et aL51. Ces chercheurs

ont montré in vitro qu’à faibles forces de cisaillement, comme par exemple dans la

inicrocirculation, les globules rouges désoxygénés s’assemblent en agrégats typiques

de rouleaux. Les forces nécessaires afm de disperser les agrégats d’érythrocytes

drépanocytaires étaient supérieures à la normale. Bien que le mécanisme sous-jacent à

l’augmentation de l’agrégation demeure inconnu, il impliquerait la présence de

certaines protéines (fibrinogène et autres) dans le plasma50’ 51)•

Finalement, mentionnons qu’il existe également un phénomène

d’hypercoagulation chez les patients drépanocytaires. Presque tous les mécanismes

d’hémostase, incluant la fonction plaquettaire et les systèmes procoagulant,

- (49V 5’)anticoagulant et fibrmolytique, sont alteres par 1 anemie falciforme -. Comme pour

les patients -tlialassémiques, le mécanisme d’hypercoagulation est relié à l’exposition

membranaire de PS causée par l’oxydation de la membrane ceflu1aire49.

Aize’mie Iémo/ytique

La durée de vie moyenne des globules rouges drépanocytaires n’est que de 15

à 25 jours53. La destruction prématurée des globules rouges drépanocytaires, dans la

microcirculadon et les sinusoïdes de la rate, est due en partie à leur déshydratation et à

leur rigidité. Ce processus d’hémolyse est amplifié par la reconnaissance et la

destruction imniunitaire8 12) Tel que mentionné ci-haut, les érythrocytes subissent des

dommages membranaires qui mènent à l’exposition de IgG et PS sur la surface

membranaire externe. Ces molécules sont reconnues par les monocytes et

macrophages qui s’y lient pour initier la phagocytose.
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Complications cliniques

L’hémolyse et l’obstruction vasculaire sont responsables d’une grande partie

des complications chniques. Certaines complications sont similaires à celles décrites

précédemment pour les patients -thaIassémiques. Ainsi, en raison de l’anémie

hémolytique chronique, les patients souffrent parfois de spiénomégalie, déformations

osseuses, hépatomégalie, retard de croissance et de maturation sexueUe54. Cependant,

l’occlusion vasculaire est plus prononcée chez les patients drépanocytaires que ceux

souffrant de p-thalassémie et elle affecte plusieurs systèmes physiologiques. Ces

organes, sujets à l’ischémie récurrente, l’infarcms et la dysfoncdon chronique,

incluent

• les poumons (fibrose pulmonaire, hypertension pulmonaire, hypoxémie),

• le système nerveux central (infarctus cérébral, accidents vasculaires cérébraux),

• le système cardiovasculaire finsuffisance cardiaque, cardiomégalie),

• les reins (destruction médullaire rénale, insuffisance rénale),

• les yeux (obstruction artérielle rétinienne, décollement, cécité),

• et la peau (ulcération des jambes)12’.

De plus, l’épisode de douleur aigué représente une complication fréquente et

typique de l’anémie falciforme. La douleur aigué, pouvant affecter toute partie du

corps, est le premier symptôme de la maladie chez plus de 25% des patients8. La

durée moyenne des évènements est de quelques jours. Ces épisodes sont causés par

l’occlusion vasculaire et l’hypoxie tissulaire résultante dans une région possédant des

récepteurs de la douleur et des nerfs8’ 10)•
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D’autre part, l’infection représente la cause principale de décès chez les

enfants de 1 à 3 ans45 55) La pneumonie d’origine pneumococcique (Streptococcus

pneumoniae) est l’infection la plus fréquente55. La sévérité des infections est attribuée

aux dommages de la rate et à la détérioration de certains aspects de la fonction

immunitaire (phagocytose, activation du complément)10’ 54)•

2.7.2.5 Survie

L’espérance de vie des patients drépanocytaires demeure diminuée en

comparaison avec des sujets normaux (Fig. 21). Cependant, l’amélioration

thérapeutique se reflète par une augmentation significative de l’espérance de vie.

Dans les années $0, les patients ne survivaient pas jusqu’à l’âge adulte; en

1994, une étude montre que l’âge moyen de décès chez ces patients américains est de

42 ans pour les hommes et 4$ ans pour les femmes45.

-
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Figure 21 Probabilité de survie chez des patients américains
drépanocytaires45.
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2.7.2.6 Traitements

Traitements ymptomatiques

Les soins chniques accordés la majorité des patients drépanocytaires sont de

nature palliative8. Ces soins ciblent les nombreuses complications de l’anémie

falciforme durant la vie du patient. Ces traitements, non-détaillés dans cette rev-ue,

incluent ies transfusions sanguines, la prévention des infections, la gestion de la

douleur, et d’autres thérapies spécifiques it chaque complication.

Autres traitements

Les études démontrent qu’un niveau élevé d’hémoglobine foetale diminue la

sévérité de l’anémie falciforme en prévenant la formation de polymères d’HbS (54). Il

est démontré qu’il existe une relation inverse entre la fréquence d’apparition

d’épisodes de douleur et les niveaux d’HbF (42). L’hydroxyurée, un agent utilisé pour

le traitement du cancer, est le seul médicament employé pour l’induction de la

production d’HbF chez les patients drépanocytanes. Ce médicament augmente la

concentration intracellulaire d’HbF, ainsi que le nombre d’érythrocytes contenant

l’l-IbF, améliore l’hydratation et la durée de vie des érythrocytes, diminue le nombre

de globules rouges irréversiblement falciformés, augmente le délai de polymérisation

de l’hémoglobine, et diminue l’adhérence des érythrocytes à l’endothélium (54). Une

étude chnique multicentiique effectuée au Canada et aux États-Unis a démontré une

diminution de la mortalité des patients drépanocytanes suite à l’administration

d’hydroxyurée (56). Les effets secondaires principaux sont reliés à la cytotoxicité du

8 Les soins palliatifs ne visent pas le traitement de la maladie et de sa cause mais
plutôt la réduction des symptômes et le maintient du confor-t physique et moral.



41

médicament et les concentrations de cellules sanguines doivent être assujettis à une

surveillance attentionnée dès le début du traitement (42).

D’autres stratégies thérapeutiques, également décrites précédemment, visant la

guérison totale de la drépanocytose incluent la transplantation de moelle osseuse et la

thérapie génique.

2.7.3 Modèles de souris

Les modèles animaux présentant des hémoglobinopathies permettent

l’amélioration de la compréhension des mécanismes pathophysiologiques et le

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. La souris est le modèle animal

de prédilection pour les maladies humaines en raison de sa similarité biologique

suffisante et de la possibilité de modification de son génotype.

Chez la souris, le gène de la -globine, situé sur le chromosome 7, exprime

quatre gènes fonctionnels principaux ry et Ç3h1, gènes exprimés durant la vie

embryonnaire; et selon l’liaplotype, soit p-single ou bi (p-majeur) et b2 (p-mineur).

Les souris portant l’haplotype Hbb possèdent deux gènes identiques -smgle et celles

exposant l’haplotype Hbbd produisent deux globines distinctes, p-majeur et p-mineur

(Fig. Le gène p-majeur est responsable d’environ SO% de la production de
-

globine adulte, alors que le gène p-mineur n’est responsable que des 2O% restants58.
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Figure 22: Représentation schématique simplifiée du locus de la [3-
globine chez la souris. A) Haplotype Hbb’. B) Haplotype Hbbd.

Un premier modèle murin, correspondant à la [3-thalassémie est rapporté en

1983 et résulte d’une délétion du gène (3-majeur de la (3-globine°. Environ 60% des

souris homozygotes pour cette délétion survivent jusqu’à l’âge adulte. Les souris

hétérozygotes n’exhibent qu’un phénotype semblable au trait thalassémique. Par la

suite, des modèles mutins de (3°-thalassémie ont été développés en induisant des

délétions des deux gènes de (3-globine adulte: [3-majeur et (3-mineur58’ 59)• Les animaux

homozygotes meurent in utero, tandis que les animaux hétérozygotes exposent une

anémie sévère accompagnée d’une diminution importante des niveaux

d’hémoglobine, une morphologie érythrocytaire anormale, la spiénomégalie et une

diminution de la durée de vie (59)•

Plusieurs modèles de souris drépanocytaires ont été développés en

introduisant des gènes de (3-globine humaine mutée, ainsi que le gène d’cc-globine

humaine. Afin d’augmenter la sévérité de la maladie, deux groupes de chercheurs ont

inactivé complètement les gènes de globine murins°° 61)• Un autre modèle

transgénique murin exprime le gène de l’-globine humaine ainsi que le gène modifié



de -globine humaine, nommé psi\D contenant les mutations responsables de

l’hémoglobine S, l’hémoglobine S-Antilles et l’hémoglobine D-Punjabt62’ 63) Ce

modèle présente des caractéristiques semblables à l’anémie falciforme humaine:

anémie hémolytique chronique, falciformation érythrocytaire et augmentation de la

densité érytbxocytaire, occlusion vasculaire, splénomégalie et diminution de

l’espérance de vie62.

2.8 ECHOGRAPHIE

L’échographie est un outil diagnostique utilisé largement en médecine

vétérinaire et humaine. Cette technique emploie les ultrasons afin d’obtenir des

informations sur la structure des organes internes et sur la fonction cardiovasculaire.

Les ultrasons sont des ondes de pression inaudibles par l’oreille humaine

puisque leur fréquence, ou leur nombre d’oscillations par seconde, excède 20 kHz.

L’échographie clinique emploie généralement des fréquences entre 2 et 15 MHz.

Les systèmes d’échographie produisent des ultrasons grâce à des

transducteurs composés d’éléments piézo-électriques qui vibrent lorsqu’exposés à de

faibles courants électriques. Ces mêmes transducteurs servent non seulement

d’émetteur mais également de récepteur ultrasonore puisqu’ils peuvent effectuer la

transformation inverse.

Les ultrasons se propagent dans un milieu échogène par une série de

compressions et de dépressions mécaniques des volumes élémentaires de diffuseurs

qui le composent. La réflexion et la diffusion du son dans un milieu, permettant la

production d’images acoustiques, sont dépendantes de variations de son impédance

acoustique (Z)

Zpc, (3)
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où p est la densité du milieu et c la vitesse de propagation des ultrasons. Pour la

plupart des tissus biologiques mous, la vitesse de propagation des ultrasons est

approximativement 1540 m/s (64). À une interface tissulaire, les ondes ulirasonores

sont réfléchies si les impédances acoustiques des tissus formant l’interface sont

différentes. La quantité d’énergie ultrasonore réfléchie est proportionnelle à la

différence d’impédance acoustique des deux tissus. D’autre part, lors de leur

propagation dans un milieu les ondes ultrasonores sont atténuées à cause de

l’absorption thermique et de la rétrodifffision.

2.8.1 Techniques d’échographie

Les méthodes d’imagerie ultrasonore couramment utilisées en clinique sont le

mode B, le mode M et le mode Doppler.

L’échographie mode B fournit, en temps réel, une image bidimensionnelle

d’une section transversale du tissu imagé (Fig. 23A). Le faisceau ultrasonore doit être

balayé, soit mécaniquement ou électroniquement, au-dessus de la région d’intérêt. Le

signal ultrasonore est alors transmis sur plusieurs lignes et les ondes réfléchies sont

captées et combinées produisant une image bidimensionnelle. Ce mode fournit des

informations sur la structure, l’apparence et la dimension d’un organe cible.

L’échographie mode M est généralement utilisée pour imager le coeur. Le

mode M est obtenu par la transmission d’un faisceau ultrasonore au-dessus d’une

seule ligne de l’organe cible. L’image ainsi obtenue est visualisée en fonction du temps

(Fig. 23B). Ce mode permet essentiellement la mesure des diamètres intérieurs et

épaisseurs de la paroi des chambres cardiaques.
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L’échographie Doppler emploie la réflexion des ondes ultrasonores par les

globules rouges en mouvement afin de caractériser l’écoulement sanguin (Fig. 23C).

L’information sur la vitesse de l’écoulement est déterminée par effet Doppler. Les

ondes ultrasonores sont transmises par le transducteur à une fréquence connue. Si le

sang se déplace en se rapprochant vers le transducteur, alors la fréquence de l’onde

ultrasonore réfléchie sera augmentée, et vice versa (Fig. 24). Le décalage en fréquence

(4f) de l’onde réfléchie par rapport à l’onde émise dépend de la fréquence de cette

dernière (tD, de la vitesse des globules rouges (z’), de la vitesse de propagation des

ultrasons dans les tissus (c) et de l’angle formé entre le faisceau ultrasonore et la

direction de l’écoulement sanguin (O). Ainsi, la formule suivante permet le calcul de la

vitesse des globules rouges:

Afc

2f.cos

Figure 23: Modalités d’imagerie. A) Échographie mode B du rein
en coupe longitudinale. B) Echographie mode M du ventricule
gauche. C) Echographie Doppler de l’aorte abdominale. Ces
mesures ont été obtenues chez la souris à l’aide d’un biomicroscope
acoustique Vevo 660 (Visualsonics, Toronto, Canada).

(4)
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L’échographie Doppler permet de recueillir des informations hémodynamiques

cardiaques et vasculaires.

Figure 24: Représentation schématique de l’effet Doppler dans le
sang.

2.9 OBJECTIFS ET HYPOTHÈSES

La lecture de la documentation scientifique révèle la présence de plusieurs

phénomènes perturbant l’hémodynamique de la circulation sanguine chez les patients

-thalassémiques et drépanocytaires. Cependant, ces perturbations et les effets qui en

découlent peuvent difficilement être étudiés chez les patients puisque ces derniers

doivent subir des traitements permettant leur survie. Ces traitements peuvent d’une

part masquer les désordres et d’autre part contribuer t la manifestation d’effets

secondaires confondants.

L’objectif général de notre étude était donc d’établir une méthode non

invasive permettant de quantifier les perturbations hémodynamiques associées aux

atteintes de la circulation sanguine chez des modèles de souris transgéniques f3-

thalassémiques et drépanocytaires. Notre étude s’est basée sur les hypothèses

suivantes
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Onde
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1. Les désordres de la circulation sanguine causés par la (3-thalassémie et l’anémie

falciforme entraînent chez les modèles de souris transgéniques une augmentation

de la résistance vasculaire it l’écoulement sanguin.

2. L’augmentation de la résistance vasculaire peut être mesurée par une technique

ultrasonore non-rnvasive.

Le premier objectif était de vérifier l’effet hémodynamique des

hémoglobinopadires en évaluant la résistance vasculaire à l’écoulement sanguin. Afm

d’atteindre cet objecdf l’index de résistance de Pourcelot et la résistance périphérique

totale ont été évalués. Le deuxième objectif était d’étudier la fonction cardiaque chez

les souris pathologiques. Pour réaliser cet objectif la fonction ventriculaire gauche

était évaluée par échocardiograpitie.
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CHAPITRE 3 : MÉTHODOLOGIE

3.1 MATÉRIEL

3.1.1 Imagerie uhrasonore à haute fréquence

La résolution spatiale ou bien la capacité de distinguer avec précision deux

structures rapprochées, est une caractéristique importante de l’imagerie ultrasonore.

Cette résolution dépend directement de la fréquence ulirasonore employée. Les

appareils ultrasonores cliniques utilisant des fréquences de 2 à 12 I\’IHz possèdent une

résolution spatiale axiale de l’ordre de 770 à 128 1im, ce qui est suffisant pour l’étude

échographique des tissus et organes humains. Cependant chez la souris, les structures

anatomiques étant beaucoup plus petites, cette résolution est insuffisante. Afm

d’adapter l’imagerie ultrasonore à l’échelle murine, des appareils échographiques

employant des fréquences plus élevées, entre 20 et 100 MHz, ont été développés.

3.1.1.1 Biomicroscope uhrasonore Vevo 660

Le biomicroscope ulirasonore Vevo 660 est un appareil d’échographie

développé par la compagnie Visualsonics (Toronto, Canada) pour la visualisation in

vivo, non effractive, de structures anatomiques chez des petits animaux (Fig. 25 A et

B). Les fréquences moyennes utilisées varient entre 25 et 55 MHz et permettent de

visualiser les structures tissulaires avec une résolution axiale microscopique de 62 à 28
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im. Tel un appareil d’échographie clinique, le Vevo 660 permet l’imagerie en mode B,

mode M et mode Doppler pour étudier l’écoulement sanguin.

Le balayage mécanique sectoriel d’un transducteur composé d’un seul élément

piézo-électrique permet de recueillir les données servant à former l’image

échographique (Fig. 25 C).

B

C

Boitk’,- —*

Figure 25: A) Biomicroscope uhrasonore Vevo 660. B) Rail de
support pour la sonde ultrasonore. C) Sonde ultrasonore. (source:
Visualsomcs, Toronto, Canada)
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3.1.2 Mesure non effractive de la pression artérielle munne

Le système XBP-1000 de la compagnie Kent Scientific Çforrington,

Connecticut, USA) permet de mesurer la pression systolique de l’artère caudale et la

fréquence cardiaque (Fig. 26A). Ce système détecte la distension causée par la

pulsation de l’artère caudale grâce à un capteur piézo-électrique. Le ballonnet

d’occlusion et le capteur de pulsation sont séparés et sont appliqués légèrement sur la

queue de l’animal (Fig. 26B).

B

Figure 26: Système XBP-1 000 (Kent Scientific, Torrington,
Connecticut, USA).

Deux signaux sont enregistrés par l’appareil pour la mesure de la pression

artérielle caudale: la pression du ballonnet d’occlusion et le signal de pulsation (Fig.

27). Au début de chaque mesure de la pression artérielle, la pompe automatique du

XBP-l000 gonfle rapidement le ballonnet d’occlusion à une pression de 250 mmHg,

pression grandement supérieure à la pression systolique. Ceci bloque la circulation

sanguine dans l’artère caudale et par conséquent aucune pulsation n’est perçue en aval

de cette occlusion. Cette pression est appliquée durant 5 secondes. Ensuite, la

A

— Ballonnet
d‘occtusion—.

Capteurde
pulsation
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pression dans le ballonnet est diminuée lentement sur une période de 10 t 20

secondes. Lorsque la pression appliquée par le ballonnet devient inférieure à la

pression artérielle, l’écoulement sanguin reprend dans l’artère caudale et les pulsations

sont de nouveau perceptibles. La pression systolique est enregistrée lors de la

première pulsation détectée par le capteur.

Plusieurs auteurs ont démontré qu’il existe une bonne concordance entre la

pression intra-artérielle systolique mesurée par une méthode standard effractive et sa

mesure par les systèmes non effractifs dans l’artère caudale656. Cependant, la

pression artérielle systolique mesurée au niveau de l’artère caudale est mieux corrélée

avec les valeurs de pression moyenne, qu’avec les valeurs de pression systolique66’ 67)

figure 27: Signaux obtenus par le XBP-1000 (Kent Scientific,
Tornngton, Connecticut, USA) lors de la mesure de la pression
systolique. La ligne bleue représente la pulsation et la ligne rouge la
pression dans le ballonnet d’occlusion.
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Cette observation s’expliquerait par le gradient de pression entre les sites de mesure

des deux méthodes : l’artère carotide et l’artère caudale.

3.2 MÉTHODES

Le protocole expérimental a été approuvé par les comités d’éthique de

l’Institut de Recherches Cliniques de Montréal (IRCM) et du Centre de recherche du

Centre Hospitalier de l’Université de Montréal (CRCHUM). Les procédures

concordent avec les recommandations du Conseil Canadien de Protection des

Animaux (CCPA). Toutes les souris ont généreusement été prêtées par le Laboratoire

de Génétique Moléculaire et de Développement dirigé par le Dr. Marie Tmdel de

l’IRCM.

3.2.1 Procédure de préparation à l’étude échographique

Les souris sont pesées et anesthésiées par une injection intra-péritonéale d’une

solution de 0,015 mL/g de 2,2,2-tribromoéthanol (Averdn) 2,5%. Afin de maintenir

la température corporelle de la souris 37 ± UC, cette dernière est placée sur une

surface chauffante et sous une lampe chauffante et la température est mesurée par

une sonde rectale (modèle RET-3) couplée au système de surveillance Thermalert

1H-5 (Physitemp Instruments, Chfton, NJ).

Le maintien de l’animal à une température physiologique est essentiel. D’une

part, l’hypothermie diminue la circulation sanguine de l’artère caudale et la pulsation,

nécessaire à la mesure de la pression artérielle, devient difficilement détectable.

D’autre part, l’hypothermie affecte l’hémodynamie corporelle globale ce qui pourrait

influencer nos mesures de résistance périphérique à l’écoulement sanguin.
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Les régions anatomiques sous étude échographique, soit la région antérieure

du cou, la région lombaire et la région précordiale, sont épilées avec une solution

commerciale dépilatoire (Nair, Church & Dwight Co., Princeton, NJ, USA).

3.2.2 Évaluation de la résistance périphérique à l’écoulement sanguin

Trois groupes de souris étaient sous étude: 17 souris -thalassémiques

(Hbbt”/Hbb1), 12 souris drépanocytaires (2 souris Œ SAD et 10 souris SAD), et 20

souris témoins (C57ffl6)9.

3.2.2.1 Mesure de l’index de résistance de Pourcelot

Definition

L’index de résistance (IR) est un paramètre communément utilisé en

radiologie afin de caractériser les profils de vitesse d’échographie Doppler artériels.

L’IR se définit par la relaflon68:

IR=’ (5)
$

où S réprésente la vitesse systolique maximale et D la vitesse en fin de diastole (Fig.

28). Des études in vitro et in vivo ont démontré que l’index de résistance est relié la

résistance vasculaire69’

Vitesse

Temps
Figure 28: Mesures de la vitesse systolique maximale (S) et de la
vitesse en fin de diastole (D) obtenues d’un échogramme Doppler
artériel.

Les modèles de souris HbbI/Hbbt, “ SAD et SAD sont produits sur un fond générique de souris
C57B16.

I
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Protocûte

La souris est placée en position de décubitus dorsal ou ventral pont l’étude,

respectivement, de l’aftèfe carotide commune ou de l’aorte abdominale. Du gel

échographique pré-tempéré à 37°C est piacé sur la région d’intérêt. Des images

échographiques en mode-B longitudinales et transverses sont obtenues avec l’appareil

Vevo 660 et une sonde de 40 MHz.

L’imagerie en mode B permet la localisation du vaisseau et le positionnement

du volume d’échantillonnage en mode Doppler. Les profils de vitesse Doppler sont

enregistrés dans l’artère carotide avant la bifurcation subdivisant l’artère en carotide

interne et externe (Fig. 29), ainsi que dans l’aorte abdominale avant la bifurcation de

l’artère rénale (Fig. 30), en utilisant le rein comme point de référence. Des signaux

Doppler sont enregistrés pour chaque vaisseau durant 2 secondes. L’animal est

surveillé jusqu’à son réveil.
Volume
d’échantillonnage

B DopplerA artère
carotide

carotide externe

areollde

carotide interne

Figure 29: A) Schéma illustrant le positionnement de la souris en
décubitus dorsal. Le point de mesure Doppler est illustré par (o).
B) Image échographique de la carotide en coupe longitudinale
montrant le volume d’échantillonnage Doppler.
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Des mesures manuelles sont effectuées en utilisant le logiciel MATLAB afin

de calculer la valeur maximale de la vitesse systolique (S) et la valeur de la vitesse en

fin de diastole (D). Les index de résistance de Pourcelot sont moyennés sur 10 cycles

cardiaques.

A rein

adere renale

Figure 30: A) Schéma illustrant le positionnement de la souris en
décubitus ventral. Le point de mesure Doppler est illustré par (o). B)
Image en mode B de l’aorte abdominale (AA) en coupe transverse
montrant le rein (R) comme repère de mesure et une vertèbre (V).

3.2.2.2 Mesure de la résistance périphérique totale

Définition

La résistance périphérique totale peut être calculée par la relation:

RPT_CVP (6)
Q

où IVL4P représente la pression artérielle moyenne, CT7P, la pression veineuse centrale

et Q, le débit cardiaque (3). Étant donné que la pression dans les grandes veines est

très faible en comparaison avec la pression artérielle moyenne, cette première est

généralement considérée comme nulle et la formule de la résistance s’écrit alors

RPT=
Q

(7)
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Débit cardiaque

Jusqu’à présent, le débit cardiaque murin a été évalué par plusieurs méthodes,

telles que la thermodilution, les microsphères radioactives ou fluorescentes, la mesure

de la conductance du ventricule gauche, l’échocardiographie, ou l’imagerie par

résonance magnétique71. Cependant, les valeurs de débit cardiaque et de volume

d’éjection systolique varient grandement entre les auteurs.

Le débit peut être calculé à partir d’images échographiques en mode B et de

profils de vitesse Doppler, obtenus par Doppler pulsé, en utilisant les équations

suivantes

C$A=0D). (8)

SV=CSA•VTI (9)

Q=SV.fc (10)

où, CSA est l’aire de la surface transverse de l’aorte à la sortie du ventricule gauche,

AoD, le diamètre de l’aorte, ST4 le volume d’éjection systolique, 1/Tl l’intégrale de la

vitesse Doppler aortique en fonction du temps (Fig. 31), et E’, la fréquence

cardiaque72.

Vitesse

Temps

Figure 31: Mesure de l’intégrale de la vitesse en fonction du temps
(VTI) obtenue d’un échograrnme Doppler artériel.
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Protocole

Du gel échographique est placé sur la région précordiale. L’imagerie

échographique en mode B est effectuée dans le coeur avec une sonde de 35 IvIHz

permettant de localiser l’aorte. Des images en mode B de l’aorte en coupe

longitudinale sont enregistrées. La sonde échographique est ensuite inclinée afin de

créer un angle inférieur ou égal à 600 entre le faisceau ultrasonore et l’aorte (Fig. 32B).

Le signal Doppler de la vitesse aortique est enregistré au niveau de l’aorte

ascendante1° (Fig. 32A). Une correction automatique pour l’angle est effectuée en

plaçant la ligne d’angle Doppler parallèle à la paroi vasculaire.

Sonde
A échographique

gel
crosse échographique

aortique

faisceau
-ultrasonote

coeur

aorte”
ascendante valve

aortique

Figure 32: A) Représentation schématique du coeur et de l’aorte
montrant le point de mesure (o) de la vitesse Doppler aortique. B)
Schéma de la vue longitudinale du coeur, illustrant l’inclinaison,
d’angle 6, de la sonde échographique par rapport à l’aorte. La flèche
illustre la direction du débit sanguin.

B
/

aorte _-_——--

descendante

10 Partie de l’aorte entre le ventricule gauche et l’arc aortique.
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La pression systolique de l’artère de la queue et la fréquence cardiaque (Fc

sont évaluées avec l’appareil XBP 1000 (Kent Scientific, Torrington, Connecticut,

USA). Cette valeur de pression systolique est considérée comme la valeur de la

pression artérielle moyenne MAP).

L’AoD, au niveau du site d’acquisition du signal Doppler, est mesuré

manuellement dans l’application de l’appareil Vevo 660 sur 6 10 images

longitudinales consécutives en mode B de l’aorte. L’intégrale de la vitesse aortique est

calculée par le logiciel MATLAB en traçant manuellement le contour de la vitesse

Doppler. Le VTI est moyennée sur 10 cycles cardiaques. Le débit cardiaque est

indexé par rapport aux poids corporel et est exprimé en millilitres par minute par

gramme de masse corporelle. La résistance périphérique totale RPI) est calculée à

l’aide de l’équation (4).

3.2.3 Évaluation de la fonction cardiaque

Trois groupes de souris étaient sous étude: 1$ souris -thalassémiques

(Hbbt/Hbbtl5, 12 souris drépanocytaties (2 souris ‘ SAD et 10 souris SAD), et 14

souris témoins (C57B16).

Comme pour la mesure du débit cardiaque (équation 5) ou de la résistance

périphérique totale (équation 3), une sonde de 35 MHz est utilisée pour localiser le

coeur par imagerie bidimensionnelle, mode B. La sonde est placée suivant l’axe

longitudinal du coeur afm de visualiser le ventricule gauche. La ligne d’échantillonnage

du mode M est placée au niveau des muscles papifiaires et des images en mode M

sont enregistrées (Fig. 33).
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À partir des images en mode M, les diamètres diastoliques et systoliques du

ventricule gauche (L\TDD et LVSD) sont mesurés en se basant sur les directives de la

Société Américaine d’Echocardiograpbie3. La fraction de raccourcissement (FS pour

«Fractional Shortening») du ventricule gauche est calculée par la formule:

F$=’’
LVDD

Figure 33: A) Représentation schématique du coeur en coupe
longitudinale montrant le point d’acquisition du mode M. VG:
ventricule gauche et 0G: oreillette gauche. B) Image en mode B
d’un coeur de souris avec ligne d’échantillonnage du mode M. C)
Image en mode M correspondante.
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CHAPITRE 4: RÉsuLTATs

4.1 EVALUATION DE LA RÉSISTANCE PÉRIPHÉRIQUE

L’objectif de cette étude était de connaître s’il existait des différences

hémodynamiques entre les souris transgéniques -thalassémiques et drépanocytaires

en comparaison avec un groupe témoin. Ainsi, toutes les analyses statistiques

présentées dans ce chapitre comparent les deux groupes de souris trangéniques au

groupe témoin. Aucune comparaison ne sera faite entre les souris -thalassémiques et

drépanocytaires.

4.1.1 Caractéristiques des animaux

L’obtention d’animaux transgéniques était très difficile puisque les souris f3-

thalassémiques et drépanocytaires sont sévèrement atteintes et qu’elles présentent une

durée de vie limitée.

Le tableau 1 résume les caractéristiques générales des trois groupes

expérimentaux sous étude. En comparaison avec le groupe des souris témoins, l’age

moyen des souris thalassémiques était significativement supérieur (p < 0.01) et celui

des souris drépanocytaires était significativement inférieur (p < 0.001). Ainsi, la

moyenne d’age était de 8.7 mois pour le groupe témoin, de 9.4 mois pour le groupe

thalassémique et de 4.0 mois pour le groupe drépanocytaire.
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Paramètre Témoin Thalassémique Drépanocytaire

n 20 17 12

Âge (mois) 8.7 ± 3.1 (35.3) 9.4 ± 1.5 (16.0) 3.7 ± lit (31.5)

Poids (g) 28.4 ± 2.8 (9.7) 25.5 ± 2.5* (9.8) 23.0 ± 3.4t(l4.8)

Pression artérielle 79.9 ± 15.7 (19.6) 84.7 ± 16.1 (19.0) 94.1 ± 17.8* (19.0)

(mmHg)

Tableau 1: Caractéristiques générales du groupe témoin,
ffialassémique et drépanocytaire. Les valeurs sont exprimées sous la
forme d’une moyenne ± écart-type. Les valeurs entre parenthèse
sont les coefficients de variation (CV écart-type ± moyenne X

100%). L’analyse statistique était un test de Strident bilatéral et non
pairé (test de t).

*

p < 0.01 p < 0.001

Cependant, le poids des souris thalassémiques et drépanocytaires était

significativement inférieur à celui des souris témoins (p <0.01 et p < 0.001). En effet,

le poids moyen des souris témoins était de 28.4 g, et celui des souris thalassémiques

et drépanocytaires de 25.5 g et 23.0 g, respectivement. Malgré l’âge moyen supérieur

des souris thalassémiques, leur poids moyen demeure inférieur. Les valeurs de

pression artérielle systolique caudale étaient de 79.9 mmHg pour le groupe témoin,

84.7 mmHg pour le groupe thalassémique et 94.1 mmHg pour le groupe

drépanocytaire. La différence entre la pression artérielle du groupe drépanocytafre et

celle du groupe témoin était significative (p < 0.01).

4.1.2 Évaluation de l’index de résistance dc Pourcelot

La figure 34 montre des profils de vitesse Doppler dans l’artère carotide

commune chez une souris témoin et une souris drépanocytaire. Notons que les

vitesses systoliques chez les deux souris semblent similaires. Cependant, une

diminution peut être observée au niveau de la vitesse diastolique. Des signes de
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reflux11 se manifestent également chez la souris pathologique. Ces constatations

n’étaient pas isolées et se présentaient chez d’autres souris thalassémiques et

drépanocytaires.

A

B

Les valeurs des index de résistance de Pourcelot sont présentées la figure 35.

Dans l’aorte abdominale, l’index de résistance moyen était de 0.794 pour les souris

témoins, 0.822 pour ies souris 3-ffialassémiques et 0.800 pour les souris

drépanocytaires.

Dans l’artère carotide, les index de résistance moyens étaient de 0.830,

0.867 et 0.858, pour les groupes témoin, -thalassémique et drépanocytaire,

respectivement. Les coefficients de variation sur les index de résistance dans l’artère

carotide pour les souris témoins, 3-thalassémiques et drépanocytafres étaient de 3.8

Figure 34: Signaux Doppler de la vitesse dans l’artère carotide

commune. A) Chez une souris témoin. B) Chez une souris

drépanocytaire.

11 Passage du sang dans le vaisseau dans le sens opposé au sens physiologique.
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% 34 % et 3.8 % respectivement; dans l’aorte abdominale, ces coefficients de

variation étaient de 4.0 % 5.8 % et 3.5 %

0.66

0.84

Index de résistance de Pourcelot

• contrôle

thalassémique

D drépanocytaire

Figure 35: Diagramme montrant les valeurs moyennes d’index de
résistance de Pourcelot dans l’aorte abdominale et l’artère carotide
chez des souris témoins, thalassérniques et drépanocytaires.
L’analyse statistique était un modèle linéaire général utilisant l’âge, le
poids et la pression artérielle comme covariable Minitab Stadstical
Software, version 14, Pennsylvanie, USA). Les barres d’erreur
montrent l’écart-type.

*

p <0.05 et p < 0.00 1

Dans l’aorte abdominale, uniquement l’index de résistance moyen du groupe

thalassémique était significativement supérieur (p < 0.05) à celui du groupe témoin.

Dans l’artère carotide, les index de résistance moyens des souris thalassémiques et

drépanocytaires étaient significativement supérieurs à celui des souris témoins (p <

0.90

0.88

0.82

0.80

0.78

0.76

0.74

Aorte abdominale Carotide

Vaisseau

0.05 et p < 0.001).
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4.1.2 Évaluation de la résistance périphérique totale

La figure 36 montre des signaux Doppler représentatifs de la vitesse aortique

chez une souris témoin.

Les valeurs des variables permettant le calcul du débit cardiaque, soit

l’intégrale de la vitesse aortique en fonction du temps (VTT), le diamètre aortique

(AoD) et la fréquence cardiaque, sont présentés au tableau 2. Les diamètres aortiques

1”intégrale de la vitesse aortique et les fréquences cardiaques des souris témoins

n’étaient pas statistiquement différents de ceux des souris thalassémiques et

drépanocytaires.

Figure 36: Signal Doppler de la vitesse aortique chez une souris

témoin. L’image encadrée supérieure montre la position du volume

d’échantillonnage Doppler sur l’image mode B.
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Paramètre Témoin Thalassémique Drépanocytaire

ii 20 77 12

AoD (mm) 1.47 ± 0.07 (4.9) 1.42 ± 0.10 (7.2) 1.39 ± 0.06 (4.2)

VTI (cm) 5.53 ± 0.50 (9.0) 5.14 ± 1.07 (20.9) 4.92 ± 0.70 (14.3)

Fréquence cardiaque
• 468.1 ± 31.4 (6.7) 483.7 ± 52.4 (10.8) 454.5 ± 42.7 (9.4)

(battements/mm)

Tableau 2: Valeurs des paramètres permettant le calcul du débit
cardiaque: le diamètre aortique (AoD), l’intégrale de la vitesse
aortique en fonction du temps (VTI) et la fréquence cardiaque. Les
valeurs sont exprimées sous la forme d’une moyenne ± écart-type.
Les coefficients de variation sont présentés entre parenthèse.
L’analyse statistique était un modèle linéaire général utiiisant l’âge, le
poids et la pression artérielle comme covariable (Minitab Statistical
Software, version 14, Pennsylvanie, USA).

Les débits cardiaques moyens et les index cardiaques des trois groupes de

souris sont présentés à la figure 37. Les valeurs de débit cardiaque moyen étaient de

44 ± 5, 39 ± 11 et 34 ± 6 ml/min pour les souris témoins, thalassémiques et

drépanocytaires. Une différence hautement significative (p < 0.001) a été observée

entre le débit cardiaque moyen des souris témoins et celui des souris drépanocytaires.

La différence entre le débit cardiaque des souris thalassémiques et celui des souris

témoins, n’est pas significative. Cependant, lorsque le débit cardiaque est normalisé

par le poids, aucune différence statistique ne peut être observée. Les valeurs

moyennes de débit cardiaque normalisé des souris témoins, -tha1assémiques et

drépanocytaires étaient alors de 1.6 ± 0.2, 1.5 ± 0.4 et 1.5 ± 0.4 mLntin1g1,

respectivement.
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A Débit cardiaque B Index cardiaque

.1 1
- •contrôle

E E thalassémique

c dtépanocytaire

Groupe Groupe

Figure 37 : Diagrammes présentant les valeurs moyennes de débit
cardiaque (A) et de débit cardiaque par gramme (B) pour les trois
groupes de souris. Les écarts-types sont montrés par les barres
d’erreur. Un test de Strident bilatéral et non pairé (test de t a été
effectué pour les valeurs de chaque diagramme comparant les
groupes thalassémique et drépanocytaire au groupe
térnoin.* p < 0.001

Le débit cardiaque et la pression artérielle systolique caudale ont permis le

calcul de la résistance périphérique totale. Néanmoins, les valeurs de pression

artérielle systolique caudale ont été substituées aux valeurs de la pression artérielle

moyenne tel que décrit dans le chapitre précédent. La résistance périphérique totale

des groupes de souris témoins, -thalassémiques et drépanocytaires était de 1.80, 2.32

et 2.86 mmHgminmL1 (Fig. 38). Les coefficients de variation sur ces valeurs étaient

de 16.7, 33.0 et 27.2 % respectivement. La résistance périphérique totale des souris f3-

thalassémiques et drépanocytaires était significativement supérieure it celle des souris

témoins (p < 0.05 et p < 0.001). Les coefficients de variation sur les valeurs de la
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résistance périphérique totale étaient nettement supérieurs à ceux observés sur les

index de résistance de Pourcelot.

Résistance
périphérique totale

4.0

3.5

3.0

2.5

contrôIe
20

0 thalassémique
E 1.5 o drépanocytaire

1.0

0.5

0.0

Groupe

Figure 38: Diagramme présentant les valeurs moyennes de
résistance périphérique totale pour les trois groupes de souris. Les
barres d’erreur montrent les écarts-types. L’analyse statistique était
un modèle linéaire général utilisant l’âge et le poids comme
covariable (Minitab Statistical Software, version 14, Pennsylvanie,
USA).

*

p < 0.05 tp < 0.001

4.1.3 Index de résistance de Pourcelot et résistance périphérique totale

comme tests diagnostics

Les valeurs d’index de résistance de l’artère carotide et de résistance

périphérique totale étaient significativement supérieures chez les souris transgéniques

en comparaison avec les souris témoins. Cette constatation suggère la possibilité

d’utiliser ces mesures comme tests diagnostiques permettant de distinguer les souris

saines des souris transgéniques atteintes de -thalassérriie ou d’anémie falciforme. Des

courbes caractéristiques d’efficacité ou ROC Q< Receiver Operating Characteristic »)
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sont tracées pour les index de résistance de l’artère carotide et de l’aorte abdominale

ainsi que pour la résistance périphérique totale figures 39A et C). Ces courbes

permettent d’évaluer l’efficacité de ces mesures comme tests diagnostics et de

déterminer les valeurs permettant de discrimlier de façon optimale les souris saines

des souris pathologiques, Les souris témoins sont considérées saines, ou

diagnostiquées négatives, et les souris -tha1assémiques et drépanocytaires sont

classées pathologiques, ou diagnostiquées positives.

Ces courbes illustrent la relation entre la sensibilité et la spécificité d’un test.

La sensibilité représente le pourcentage de sujets malades détectés et la spécificité, le

pourcentage de sujets sains ayant obtenu un diagnostic exact. Ainsi, la courbe d’un

test idéal passe le plus près possible du coin supérieur gauche et celle d’un test

inefficace correspond à la ligne diagonale pointillée. Généralement, la valeur du seuil

optimal correspond au point sur la courbe le plus éloigné de la ligne diagonale. La

courbe ROC de l’index de résistance de l’artère carotide est illustrée à la figure 39(A).

Selon cette courbe, le seuil optimal serait de 0.854. Le diagramme à la figure 39(B)

montre la distribution des valeurs d’index de résistance des souris pathologiques et

normales ainsi que le seuil optimal. En conséquence, en se basant sur ces résultats la

sensibilité de ce test diagnostic serait de 65.5 % et la spécificité de 90 %• Ainsi, 19 des

29 souris transgéniques seraient classées malades et 18 des 20 souris témoins seraient

diagnostiquées saines.



C Courbe ROC de l’index de résistance D
de Pourcelot dans taorte abdominale

0.92

0.90

0.88

0.86

0.84

0.82

0.80

0.78

0.76

0.74

0.72

Figure 39: Courbe ROC de sensibilité en fonction de la spécificité
de: A) l’index de résistance de Pourcelot de l’artère carotide et C)
l’index dc résistance dc Pourcelot dans l’aorte abdominale montrant
le seuil optimal représenté par un carré. Les diagrammes
correspondants présentent la distribution des souris pathologiques
(diagnostic positif) et témoins (diagnostic négatif) pour: B) l’index
de résistance dans l’artère carotide et et D) dans l’aorte abdominale.
Le seuil optimai est représenté par la ligne horizontale. Ces
graphiques ont été tracé avec MedCalc Software (version 7.4.3.1,
Broekstraat, Belgique)

Pour l’index de résistance dans l’aorte abdominale le seuil optimal serait de 0.824

(Fig. 39C). Le diagramme de la figure 39(D) montre que pour ce seuil optimal la
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sensibilité de ce test diagnostic serait de 37.9% et sa spécificité de 90%. Par
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conséquent uniquement 11 des 29 souris transgémques seraient classées malades et 18

des souris témoins seraient diagnostiquées saines.

D’autre part, la courbe ROC de la résistance périphérique totale (Fig. 40A)

révèle que le seuil optimai de cette méthode serait de

2.04 nmHgminmi1. Le diagramme de la distribution des valeurs de résistance

périphérique totale (Fig. 40B) indique qu’en se basant sur ce seuil, 19 des 29 souris

transgéniques seraient diagnostiquées malades et 17 des 20 souris témoins seraient

classées saines. La sensibilité et la spécificité de cette méthode seraient donc de 69 et

$5%, respectivement.

Figure 40: A) Courbe ROC de sensibilité en fonction de la

spécificité de la résistance périphérique totale. B) Diagramme
présentant la distribution des valeurs de résistance périphérique
totale des souris pathologiques (diagnostic positif) et témoins
(diagnostic négatif). La ligne horizontale montre le seuil optimal.
(MedCalc Software, version 7.4.3.1, Broekstraat, Belgique)

La surface sous les courbes de ROC était calculée pour comparer la

performance de ces trois tests. La surface sous les courbes ROC de l’index de

résistance de Pourcelot de l’artère carotide, de l’aorte abdominale et celle de la
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résistance périphérique totale étaient de 0.791 ± 0.064, 0.617 ± 0.081 et 0.788 ±

0.064, respectivement. Les intervalles de confiance sur l’aire sous la courbe ROC

respectifs pour ces trois tests étaient: 0.651 0.894, 0.467 0.752, 0.648 0.891.

La différences entre les surfaces sous la courbe ROC de la résistance

périphérique totale et celle de l’index de résistance de Pourcelot de la carotide ou de

l’aorte abdominale ne sont pas statistiquement significatives (test de Hanley et

McNeil, p > 0.05). Cependant, pour l’index de résistance de Pourcelot, la différence

entre la surface sous la courbe ROC de l’index de l’artère carotide et celle de l’index

dans l’aorte abdominale qui était de 0.174 était sur le seuil de significativité, c’est-à-

dire p = 0.05.

4.2 EVALUATION DE LA FONCTION CARDIAQUE

A

R

La figure 41 représente des images du coeur en mode-M typiques obtenues

chez des souris témoins et Ç3-thalassémiques.

Figure 41 : Images en mode M du ventricule gauche chez une souris

témoin (A) et une souris -thalassémique (B).
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Dans cette section, le groupe de souris témoin ainsi que certaines souris du

groupe thalassémique diffèrent de ceux étudiés dans les sections précédentes, en

raison de difficultés techniques reliées à l’acquisition d’images ultrasonores. Les

caractéristiques des trois groupes résultants sont présentés au tableau 3. L’age et le

poids des souris thalassémiques et drépanocytaires diffèrent significativement de ceux

observés chez les souris témoins (p < 0.01 et p < 0.001, respectivement).

Paramètre Témoin Thalassémique Drépanocytafre

ii 14 18 12

Âge (mois) 7.9 ± 2.4 (30.3) 9.4 ± 1.5* (15.5) 3.7 ± l.l (31.5)

Poids (g) 27.8 ± 2.4 (8.5) 25.5 ± 2.4 (9.5) 23.0 ± 3.4v (14.8)

Tableau 3 : Caractéristiques générales du groupe témoin,
thalassérnique et drépanocytaire ayant permis l’étude de la fonction
cardiaque. Les valeurs sont exprimées sous la forme d’une moyenne
± écart-type. Les valeurs entre parenthèse sont les coefficients de
variation. L’analyse statistique était un test de Student bilatéral et
non pairé (test de t). ‘p < 0.01 et p <0.001

Les paramètres caractérisant la fonction du ventricule gauche obtenus chez les

trois groupes de souris sont présentés au tableau 4. Le diamètre interne du ventricule

gauche en diastole des souris témoins, -thalassémiques et drépanocytafres était de

3.5, 3.8 et 3.5 mm, respectivement. Le diamètre interne du ventricule gauche en

systole était de 2.3 mm pour les souris témoins, 2.6 mm pour les souris -

thalassémiques et 2.3 mm pour les souris drépanocytaires. Les diamètres du ventricule

gauche en diastole et en systole des souris thalassémiques étaient significativement

supérieurs à ceux des souris témoins (p < 0.05). Aucune différence statistique n’était

observée entre les diamètres du ventricule gauche des souris drépanocytafres et ceux
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des souris témoins. Les fractions de raccourcissement des trois groupes de souris

étaient de 33 ± 4, 31 ± 5 et 35 ± 6 %
. Les différences de ces valeurs entre les

groupes de souris transgéniques et le groupe témoin n’étaient pas statistiquement

sigmficatives.

Paramètre Témoin Thalassémique Drépanocytaire

n 14 18 12

LVDD (mm) 3.47 ± 0.37 (10.7) 3.77 ± 0.42* (11.3) 3.47 ± 0.33 (9.5)

LVSD (mm) 2.32 ± 0.34 (14.7) 2.63 ± 0.42* (16.0) 2.25 ± 0.33 (14.9)

FS (%) 33.3 ± 4.2 (12.5) 30.6 ± 5.1 (16.8) 35.2 ± 5.9 (16.8)

Tableau 4 : Valeurs des paramètres permettant l’évaluation de la
fonction du ventricule gauche (LV) : les diamètres diastoliques
(LVDD) et systoliques (LVSD) ainsi que la fraction de
raccourcissement (FS). Les valeurs sont présentées sous la forme
Moyenne ± écart-type. Les valeurs entre parenthèse sont les
coefficients de variation. L’analyse statistique était un modèle
linéaire général utilisant l’âge et le poids comme covariable (Minitab
Statistical Software, version 14, Pennsylvanie, USA).

*

p < 0.05
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CHAPITRE 5: DISCUSSION

5.1 CARACTÉRISTIQUES DES ANIMAUX

5.1.1 Âge et poids

Nous n’avons pas eu la possibilité dans cette étude d’apparier les animaux

transgéniques à des animaux témoins du même âge. Ainsi, le groupe de souris f3-

thalassémiques était plus âgé que le groupe de souris témoins, tandis que le groupe de

souris drépanocytaires était moins âgé. Cette différence est attribuable à la difficulté

d’obtenir des animaux transgéniques12.

Notre étude montre que le poids moyen des souris transgéniques est

statistiquement inférieur à celui des souris témoins. La différence de poids mesurée

chez les souris drépanocytaires ne peut être interprétée sans tenir compte de leur

différence d’âge par rapport aux témoins. Néanmoins, généralement les souris

transgéniques f3-thalassémiques et drépanocytaires ont un poids inférieur aux souris

témoins du même âge. De nombreuses études cliniques relatent également un poids

inférieur chez les patients thalassémiques74’ 75) et drépanocytaires76’ en comparaison

avec des sujets sains.

En réponse à ces deux limitations, nous avons employé, pour la majorité des

résultats13, des analyses statistiques basées sur un modèle linéaire général prenant en

considération l’âge et le poids comiTie variables confondantes.

12 De plus, au moment de l’étude, le laboratoire du Dr Tmdel ne possédait pas suffisamment de souns
témoins ayant l’âge approprié pour être appariés aux souris -ffia1assérniques et drépanocytaires.
13 Sauf pour le débit cardiaque, puisque l’index cardiaque fient en compte l’influence du poids.
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5.1.3 Pression

La pression artérielle était mesurée afin de permettre le calcul de la résistance

périphérique vasculaire. Chez l’humain, la pression artérielle est considérée normale

lorsque sa valeur systolique est inférieure à 135 mmHg et sa valeur diastolique est

inférieure 90 mmHg. La pression artérielle moyenne QvL-\P) normale est

approximativement de 100 minI-1g. La pression augmente, chez l’humain, avec l’age et

est généralement plus élevée chez les hommes que chez les femmes. Chez la souris

normale, les valeurs de pression artérielle moyenne varient, selon les auteurs, entre $0

et 125 mmHg 8)• De plus, la pression artérielle moyenne est similaire entre les

différentes souches de souris saines79.

Dans notre étude, la pression artérielle systolique caudale du groupe de souris

-d;alassérnique n’était pas statistiquement différente de celle des souris témoins.

Dans la littérature, aucune étude ne rapporte les valeurs de pression artérielle chez des

modèles de souris thalassémiques. Cependant, une étude évalue la pression artérielle

chez des patients atteints de thalassémie majeure. Chez ces individus, les pressions

artérielles systohques et diastoliques sont significativement inférieures à celles des

sujets témoins (Tableau 5)(80) Puisque ces valeurs sont évaluées chez l’humain, il

Pression artérielle Patients Sujets témoins
thalassémiques

Pression systolique (mmHg 106 (97_114* 118 (1 09—125)

Pression diastolique (mmHg) 74 (65—83) $6 (78—92)

Tableau 5 Pression artérielle évaluée sur une période de 24 heures
chez des sujets atteints de thalassémie majeure et des sujets témoins
sains. Les valeurs expriment la médiane et les valeurs entre
parenthèse représentent l’intervalle entre le 25 et le 75C centile. Une
comparaison statistique était effectuée entre les valeurs des sujets
thalassénilques et celles des sujets témoins. p < 0.05
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est difficile d’estimer la validité des mesures prises chez les modèles de souris

transgérnques.

D’autre part, le groupe de souris drépanocytaires présentait une pression

artérielle systolique caudale significativement plus élevée en comparaison avec le

groupe témoin. Deux études rapportent des résultats divergents de pression artérielle

chez des modèles de souris drépanocytaties éveillées. D’une part, Nath et al. montrent

que la pression systolique caudale est similaire entre des souris témoins et des souris

transgéniques portant les mutations humaines Ç3 et ps-AntiIIcs sur le gène de la -globine

(Fig. 42)(81). Cependant, Kaul et al. rapportent une diminution significative de la

pression artérielle moyenne, en comparaison avec les souris témoins, chez des souris

transgéniques, âgées de 4 à 6 mois, exprimant les gènes de la 5 et pSAntdlcs_g1obine

ainsi que le gène d’Œ-globine humaine (113 ± 8 mmHg chez les souris témoins contre

90 ± 7 mmHg chez les souris transgéniques)2.
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Figure 42: Pression artérielle systolique caudale (eSystolic blood
pressure») chez des souris témoins (barres blanches) et
drépanocytafres (barres hachurées) éveillées âgées de 6 mois, I an et
2 ans (81)

Chez l’humain, toutes les études concordent et montrent que la pression

artérielle à l’état basal est significativement plus basse chez les patients

drépanocytaires que chez les sujets témoins8386. Ces données ne concordent pas avec



77

les valeurs expérimentales obtenues dans notre étude. Une explication possible serait

que les valeurs mesurées dans la littérature ont été obtenues chez des sujets et des

animaux éveillés et que les mesures de la présente étude ont été effectuées chez des

souris anesthésiées.

Chez la souris, l’anesthésie générale induit une chute de la pression artérielle,

variant d’amplitude selon l’agent employé. De plus, le débit cardiaque ainsi que la

fréquence cardiaque sont également diminués8. L’Averdn, utilisé dans notre étude, et

l’isofturane sont les agents affectant le moins la fonction cardiaque en comparaison

avec d’autres anesthésiques (kétamine-xylazine et kétamine-midozo1arn)88’ 89)•

Le mode d’action spécifique de l’Avertin est peu connu. Globalement, l’effet

hypotenseur des anesthésiques généraux est généré en agissant sur le système nerveux

autonome afin d’inhiber les signaux du tonus vasomoteur ce qui entraine la dilatation

vasculaire, et par conséquent une chute de pression2.

Une fonction importante des cellules endothéliales vasculaires est de produire

des agents stimulant la dilatation ou la constriction des cellules musculaires lisses

vasculaires en réponse it des stimuli mécaniques, chimiques ou nerveux. Un groupe a

démontré que les réponses vasculaires des agents vasomoteurs étaient altérées chez

des souris drépanocytaires8. Un autre groupe de chercheurs confirme une activité

accrue de l’enzyme permettant la synthèse du monoxyde d’azote (NO)14, la NO

synthase, ainsi que l’augmentation de la production de NO82. Cette stimulation

continue de l’activité de la NO synthase et du NO dans l’endothélium diminue

significativement les réponses subséquentes it des vasodilatateurs agissant par

l’intermédiaire du NO.

14 Le monoxyde d’azote (NO) est un agent vasodilatateur produit par les cellules endothéliales.
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Ainsi, il est possible que la réponse vasodilatatrice des souris drépanocytaires à

l’anesthésique soit ditninuée, ce qui se refléterait alors par une pression artérielle

supérieure à celle souris témoins. Des études sur des souris éveillées et anesthésiées

devraient être effectuées afin d’examiner cette hypothèse.

5.2 EVALUATION DE L’INDEX DE RÉSISTANCE DE POURCELOT

Les index de résistance obtenus dans les groupes transgéniques et témoin sont

présentés à la figure 35. Une différence sig-nificative a été mise en évidence entre les

valeurs de l’index de résistance de l’artère carotide des souris pathologiques et celles

des souris saines. Uniquement l’index de résistance de l’aorte abdominale des souris

-thalassémiques était statistiquement supérieur à celui des souris témoins.

Utitisation de t’index de résistance

Dans la littérature, aucune étude ne rapporte l’utilisation de ce paramètre chez

la souris. L’index de résistance a d’abord été décrit par Pourcelot pour l’évaluation

dans l’artère carotide, chez l’humain, de la résistance circulatoire du cerveau et pour la

détection de sténoses ou thromboses carotidiennes68’ 90)• L’auteur rapporte des valeurs

normales de l’index de résistance carotidien se situant entre 0.55 et Même

lorsque ces valeurs d’index de résistance sont comprises dans la plage normale, le

clinicien doit surveiller l’asymétrie entre les index de résistance de la carotide gauche

et droite. L’utilisation de l’index de résistance s’est répandue par la suite surtout pour

l’évaluation d’anomalies rénales9, mais également pour d’autres applications telles

que l’étude de la vascularisation ttmorale92 ou de la résistance hépatique93.

Cependant, ce paramètre est uniquement évalué dans des vaisseaux irriguant des

circulations locales, par exemple l’artère rénale ou hépatique, et aucun auteur ne
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rapporte son utilisation dans l’aorte abdominale. Ceci peut s’expliquer par la

dépendance de l’index de résistance à l’aire vasculaire en aval du site de mesure. En

effet, une augmentation de la section vasculaire en avai entraîne une diminution de

l’index de résistance et ce indépendamment de la résistance à l’écoulement sanguin91.

Cette constatation permet d’expliquer la variabilité de l’index de résistance selon le

site de mesure. L’aorte abdominale achemine le sang vers les membres inférieurs et

vers toutes les circulations abdominales. Elle présente par conséquent de nombreux

embranchements et la surface vasculaire en aval d’un site de mesure varie grandement

selon que l’on se place avant ou après ces embranchements. Ainsi, notre étude de

l’index de résistance dans l’aorte abdominale ne permet pas de tirer des conclusions

sur la résistance périphérique, puisque son site de mesure ne peut être considéré avec

certitude identique entre les animaux malgré les repères physiologiques utilisés lors de

l’examen échographique mode B.

Facteurs a/7irtant /index de résistance

L’index de résistance est affecté par le proffi temporel de la vitesse artérielle

qui à son tour dépend de plusieurs facteurs, incluant la résistance dans le réseau

vasculaire distal, la compliance, la fonction cardiaque et l’anatomie et géométrie

vasculaire 95)•

Comme nous l’avons décrit à la section 2.3.1, la résistance vasculaire est

principalement déterminée par le tonus des petites artères et artérioles. Dans la

circulation artérielle normale, les organes présentant une résistance à l’écoulement

sanguin faible sont: le cerveau, le foie et les reins95. La majorité des autres tissus, tels

que les muscles et les intestins, présentent une résistance à l’écoulement élevé

lorsqu’ils sont dans un état de repos métabolique5. Cependant, lorsque leur activité



80

métabolique s’accroît, ce qui nécessite un plus grand apport sanguin, la résistance à

l’écoulement diminue sensiblement.

L’effet de la résistance distale sur le profil temporel de vitesse est différent en

systole et en diastole. Ainsi, une résistance faible est associée à une diminution de la

vitesse systolique maximale mais à une augmentation de la vitesse en fm de diastole.

Par conséquent, l’index de résistance reflète les modifications de vitesses systoliques

et diastoliques causées par des altérations de la résistance vasculaire distale69. Dans

notre étude, une diminution de la vitesse diastolique peut être observée chez les souris

transgéniques (Fig. 34. Ceci reflète une augmentation de la résistance. Généralement,

une augmentation de la résistance se traduit d’abord par une diminution progressive

du débit diastolique pouvant même mener au reftux68.

D’autre part, la compliance correspond à la capacité d’un vaisseau sanguin de

modifier son volume en réponse à une variation de la pression96. Durant la systole,

cette caractéristique permet aux grandes artères d’emmagasiner temporairement, par

l’étirement de leur paroi, l’énergie potentielle générée par la contraction cardiaque. La

détente vasculaire durant la diastole projette ensuite le volume sanguin excédentaire

en aval assurant ainsi une perfusion tissulaire continue. La compliance est donc reliée

à la distensibffité’5 et au diamètre vasculaire. Elle est déterminée par la présence de

fibres de collagène et d’élastine ainsi que de cellules musculaires lisses dans la média

de la paroi vasculaire95. Le vieillissement s’accompagne généralement d’une perte de

la distensibffité et donc de la compliance des grandes artères96’ . Cependant, la

compliance affecte également l’index de résistance de Pourcelot puisqu’elle influe sur

le profil des vitesses. Bude et Rubin ont montré grâce à un modèle in vitro que pour

15 La distensibilité est définie comme le changement relatif de volume d’un vaisseau par unité de
pression ((r/v)/p).(2)
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une même résistance vasculaire, l’index de résistance diminue lorsque la compliance

dii nue98. Ceci implique que l’index de résistance pourrait varier d’un individu à

l’autre même si la résistance vasculaire de ces individus est la même puisque la

compliance vasculaire varie aussi entre les individus.

Inteiprétation de l’index de résistance

Si on considère que la fonction cardiaque, et l’anatomie vasculaire sont

similaires entre les trois groupes de souris étudiées, une augmentation de l’index de

résistance chez les souris pathologiques peut être interprétée par une augmentation de

la résistance vasculaire à l’écoulement sanguin ou par une augmentation de la

compliance vasculaire. Cette deuxième hypothèse est peu probable. En effet, une

étude révèle que la rigidité des artères carotides et brachiales humaines serait

augmentée chez des sujets -thalassémiques en comparaison avec des sujets

témoins99. Ceci reflète une diminution de leur compliance. L’élastorrhexie artérielle,

ou la dégénérescence des fibres élastiques de la paroi vasculaire, a également été

observée au niveau de spécimens de foies et de rates prélevés chez des patients

thalassémiques et drépanocytaires°°’
1o1) De plus, l’amplitude de la vasodilatation

dépendante du débit est diminuée chez les patients de ces deux maladies indiquant

également une altération de la fonction de témoin du tonus vasculaire par les cellules

endothéliales des grandes artères99’ 102) Par conséquent, l’altération fonctionnelle du

tonus artériel associée à une détérioration structurelle de la paroi artérielle

contribuerait à une diminution de la compliance vasculaire, et non à son

augmentation.

Par conséquent, l’augmentation de l’index de résistance de l’artère carotide ou

de l’aorte abdominale chez les souris transgéniques semble refléter, respectivement,
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une augmentation de la résistance vasculaire périphérique cérébrale ou abdominale et

au niveau des membres inférieurs. Toutefois, bien que l’index de résistance de l’artère

carotide soit supérieur chez les souris drépanocytaires en comparaison avec les souris

témoins, cet index ne présentait aucune différence statistique au niveau de l’aorte

abdominale. Tel que mentionné ci-dessus, et contrairement à l’index de résistance de

l’artère carotide, l’index de résistance dans l’aorte abdominale ne permet pas de tirer

des conclusions fiables puisqu’il est hautement dépendant de son point de mesure.

5.2 EVALUATION DE LA RÉSISTANCE PÉRIPHÉRIQUE TOTALE

5.2.1 Résistance périphérique totale dans la littérature: chez la souris

La figure 3$ présente les valeurs de résistance périphérique totale évaluées

chez les trois groupes de souris de notre étude. La résistance périphérique totale des

souris pathologiques était statistiquement supérieure à celle des souris témoins.

Aucune étude ne rapporte des valeurs de la résistance périphérique totale chez des

modèles de souris -thalassémiques et drépanocytaires. De plus, les études exposant

des valeurs de résistance périphérique totale chez d’autres types de souris sont rares.

La variabilité des valeurs obtenues par différents auteurs est importante (Tableau 6).

Ceci reflète la variabilité dans les mesures du débit cardiaque et de la pression

artérielle moyenne, qui dépendent quant à elles de l’agent anesthésique employé.
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Anesthésie Référence

Résistance
périphérique

totale
(mmHgmin/ml)

Groupe
1.80±0.30 Avertin

temom

3.5 aucune (103)

5 isofiurane ($7)

6 aucune ($7)

6.06 ± 0.92
kétamine-

(104)
xylazme

12.3 ± 1.0 Inactin (105)

Tableau 6 : Tableau présentant les valeurs de résistance périphérique
totale chez des souris témoins provenant de quatre études ainsi que
celles de la présente étude pour le groupe de souris témoin valeur
ombragée). Valeur tirée de la figure 5 de l’article. **Valeurs tirées de
la figure 2 de l’article.

5.2.2 Résistance périphérique totale dans la littérature :chez les patients

-thalassémiques et drépanocytaires

Chez les patients -thalassémiques et drépanocytaires, on constate une

diminution de la résistance périphérique totale’°6108. Les auteurs justifient ces

résultats en se référant aux conclusions tirées chez des patients atteints d’anémies

sévères provenant d’autres origines. Généralement, les patients atteints d’une anémie

sévère chronique non héréditaire présentent un débit cardiaque augmenté dû à une

diminution de la résistance vasculaire systémique. Deux facteurs expliquent cette

diminution de résistance périphérique à l’écoulement sanguin: une diminution de la

viscosité totale du sang et une vasodilatation périphérique10. D’une part, la viscosité

du sang est réduite puisque l’anémie entraîne une diminution de l’hématociite.

D’autre part, la vasodilatation périphérique ne serait pas directement causée par

l’hvpoxie tissulaire, mais plutôt par la diminution de l’hémoglobine circulante.
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L’hémoglobine est un puissant inhibiteur du NO, agent vasodilatateur produit par

1’endothéliurn009. Néamoins, chez les patients atteints d’anémie chronique sévère, la

fonction endothéliale et la capacité des cellules musculaires lisses de répondre aux

agents vasodilatateurs sont normales.

Cependant, la p-thalassémie et l’anémie falciforme diffèrent sur plusieurs

aspects des conditions d’anémie sévère chronique classique. Les différences majeures

seront discutées ci-dessous.

Viscosité sanguine

La viscosité apparente du sang dépend de la concentration du sang en

protéines plasmatiques, de la concentration de cellules sanguines, de la déformabilité

cellulaire et de l’agrégation cellulaire11°. La viscosité sanguine varie également en

fonction du taux de cisaillement. Généralement, la rigidification des globules rouges

entraîne une augmentation de la viscosité apparente à haut et à bas cisafflement111

(Fig. 43A). De plus, la viscosité apparente d’une suspension de globules rouges

rigidifiés ne dépend plus du taux de cisaillement. L’agrégation des globules rouges

augmente aussi la viscosité apparente à bas cisaillement (Fig. 43B).

Ainsi, chez les patients -thalassémiques ou drépanocytaires, la viscosité du

sang est non seulement affectée par I’hématocrite, mais également par la déformabilité

des globules rouges puisque cette dernière est diminuée (cf. sections 2.7.1.3 et

2.7.2.3). Bien que la viscosité du sang total à haut cisaillement des patients

drépanocytafres soit diminuée’2, il est important de noter que le ratio de cette

viscosité sur l’hématocrite est sigmilcativernent supérieur chez les patients

drépanocvtaftes’12. Ceci reflète le manque de déformabilité des globules rouges
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des patients -thalassémiques hétérozygotes et homozygotes est équivalente aux

valeurs les plus élevées observées chez les sujets normaux”4. En outre, â hématocrite

égal, la viscosité sanguine des patients atteints de p-thalassémie mineure est supérieure

à celle des sujets témoins”5.

Mentionnons également que l’augmentation de l’agrégation érythrocytaixe

observée chez les patients -tha1assémiques3° et drépanocytaires50’ devrait

également entraîner une augmentation de la viscosité apparente à bas cisaillement

(Fig. 43B).

Fonction endothétiate

Deuxièmement, tel que mentionné précédemment, une diminution de la résistance

périphérique à l’écoulement est notée chez les patients f3-thalassérniques’° et

drépanocytaires°7’ 10$) mais aucun auteur ne démontre la présence de vasodilatation

généralisée chez ces patients. Par ailleurs, une dysfoncdon endothéliale vasculaire

été observée chez des patients atteints de ces hémoglobinopathiest99’ 102, 112) Chez les

patients drépanocytaires, la vasodilatation dépendante de l’endothéliurn, stimulée par

des agents vasodilatateurs ou une augmentation du débit, est altérée au niveau des

grandes artères et des artères de résistance’°2 112) Ainsi, l’équipe d’Eberhardt montre

que la dilatation dépendante du débit dans l’artère brachiale’6 est inférieure chez les

patients drépanocytaires par rapport à des sujets pairés pour l’âge, le sexe et l’origine

ethnique (Fig. 44B)’°2. Cheung et al. rapportent des résultats similiaires chez des

patients -tha1assémiques, ainsi qu’un indice de rigidité plus élevé au niveau des

artères carotides et brachiales chez ces patients (Fig. 44A)99. Chez les sujets

16 La dilatation débit-dépendante est déterminée en mesurant, par échographie, le diamètre de l’artère
brachiale avant et après l’occlusion du vaisseau par un brassard.
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-thalassémiques, le diamètre de base de l’artère brachiale est significativement

inférieur et ce à un débit brachial de base significativement supérieur à celui des sujets

témoins99. Ces résultats indiquent une altération chez les patients -thalassémiques

de l’ajustement du diamètre artériel à une augmentation chronique des forces de

cisaillement.

A - B s

u

CIr

Figure 44: Dilatation débit-dépendante Qdilov-mediated dilatatiorn>
chez des patients et des sujets témoins («Controls») : A) f3-
tha1assémiques99 (la ligne horizontale représente la moyenne,

p < 0.001) et B) drépanocytaires QSic1de»)°°2.

Des études menées chez des modèles de souris transgéniques drépanocytaires

concordent aussi avec ces résultats et montrent que la réponse aux vasodilatateurs

dépendants de l’endodiélium est altérée au niveau de la macro et de la micro

circulation malgré une augmentation de la production basale de NO81’ 82)• Ces auteurs

concluent à une diminution de la bioacdvité du NO. L’équipe de Reiter et al. confirme

cette hypothèse en démontrant que la présence d’hémoglobine dans le plasma suite à

l’hémolyse chronique chez des patients drépanocytaires diminue la biodisponibffité du

NO116. Ce mécanisme explique en partie l’augmentation compensatoire paradoxale



88

de l’expression de NO tissulaire malgré la dysfonction endothéliale évidente observée

chez des patients et des modèles de souris transgéniques. Ainsi l’épuisement aigu du

NO par l’hémoglobine circulante pourrait être en cause de vasoconstrictions et du

déclenchement des crises d’occlusion vasculaire. Aucune étude similaire n’a été menée

afin de connaître le mécanisme de la dysfonction endothéliale chez les patients et

modèles de souris -thalassémiques.

OccÏzision vasciitaire

Finalement, contrairement à d’autres anémies chroniques (cf. sections 2.7.1.3

et 2.7.2.4), la p-thalassémie et l’anémie falciforme déclenchent une série de processus

physiopathologiques entraînant l’occlusion vasculaire. L’occlusion transitoire ou

chronique de micro-vaisseaux est susceptible de causer une augmentation de la

résistance à l’écoulement. Une étude ex vivo sur une préparation de mesocécum de rat

démontre que l’adhésion d’érythrocytes drépanocytaires à l’endothélium des veinules

intervient dans la génération de résistance à l’écoulement. En effet, l’équipe de Kaul et

al. constate que l’infusion d’un bolus de globules rouges (hématocrite de 30%)

provenant de patients drépanocytaires entraîne une augmentation de la résistance à

l’écoulement significativement supérieure à celle générée par l’infusion d’un bolus de

globules rouges de sujets témoins sains44.

5.2.2.1 Résultats escomptés et résultats cliniques

Malgré toutes les évidences exposées ci-dessus indiquant une possible

augmentation de la résistance périphérique à l’écoulement, toutes les études mesurant

ce paramètre chez les patients -thalassémiques et drépanocytaires indiquent plutôt

une diminution de la résistance périphérique. Comment alors expliquer cette
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différence entre les études physiologiques et les résultats cliniques? D’une part, il faut

tenir compte des critères d’inclusion des études effectuées sur les patients. Toutes les

études impliquent des patients dont la maladie est en état d’équilibre dynamique, ce

qui signifie que malgré l’évolution probable des processus pathologiques, ces derniers

sont compensés et les patients ne présentent pas de symptômes apparents. A titre

d’exemple, mentionnons que la manifestation de crises d’occlusion vasculaire était un

critère d’exclusion pour les patients drépanocytaires107’ los)• D’autre part, tous les

patients étudiés subissent des traitements permettant de maintenir leur qualité de vie.

Ainsi tous les patients -thalassérniques inclus dans l’étude effectuée par Bosi et aï. ont

subi une splénectomie et reçoivent régulièrement des transfusions sanguines

combinées à un traitement de chéladon du fer’°6. Ces deux différences sont

fondamentales pour l’interprétation des résultats de notre étude puisque les souris

transgéniques utilisées dans nos expérimentations pourraient avoir subi des crises

d’occlusion vasculaire et elles ne recevaient aucun traitement permettant d’atténuer la

sévérité de leur condition.

5.2.3 Interprétation des résultats de résistance périphérique totale chez les

souris -thalassémiques et drépanocytaires

Nos résultats montrent une résistance périphérique totale augmentée chez les

souris -thalassémiques et drépanocytaires. Nos résultats ne concordent pas avec les

résultats cliniques obtenus dans la littérature chez les patients atteints de ces

hémoglobinopatbies. Cependant nous avons démontré ci-dessus que ces résultats

chniques ne reflètent pas les études physiologiques qui indiquent une possible

augmentation de la résistance périphérique totale.
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Lorsqu’on observe la distribution des valeurs de la résistance périphérique

totale de notre étude (Fig. 45), on constate qu’une partie des données obtenues pour

les souris transgéniques (10 sur 17 pour les -thalassémiques et 4 sur 12 pour les

Distribution des valeurs de
résistance périphérique totale

45.
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.

contr5le P- thatassémique drépanocytaire

Figure 45 Schéma de la distribution des valeurs de résistance
périphérique totale obtenues chez les souris témoins, f3-
thalassémiques et drépanocytaires.

drépanocytaires) se retrouvent dans l’étendue des valeurs obtenues pour les souris

témoins. Cette constatation indique possiblement la manifestation, chez certaines

souris transgéniques, de mécanismes compensatoires contrant les processus

pathologiques et permettant de maintenir la maladie des souris dans un état

d’équilibre dynamique.

De plus, une interprétation adéquate de nos résultats doit considérer les

différences entre la maladie des modèles de souris transgéniques et celle des patients.

Chez les souris drépanocytaires SAD uniquement les foetus et les nouveau-nés sont

anémiques car l’hématocrite est restauré lorsqu’elles atteignent la maturité62.

L’augmentation des niveaux d’éiythropoïétine circulante ainsi que la présence d’un
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grand nombre de rédculocytes témoignent de la stimulation de l’érytbropoïèse,

mécanisme compensatoire secondaire à l’hémolyse cbronique62. Ainsi le maintient de

l’hématocrite à un taux normal combiné à la présence de globules rouges

drépanocytaires rigidifiés et adhérents mène théoriquement à une augmentation

importante de la viscosité totale du sang. Cette absence d’anémie pourrait par

conséquent expliquer en partie l’obtention de valeurs de résistance très élevées en

comparaison avec celles des souris normales. Par contre, chez les souris f3-

thalassémiques HbbttIi employées durant cette étude, l’hématocrite moyen était

de 31.0 ± 2.2 %17 ce qui est significativement inférieur à celui de souris témoins qui

était de 43.7 ± 2.2’ (p <0.001).

Une dernière différence à considérer entre les études chniques et notre étude

est que toutes nos mesures étaient effectuées sur des animaux sous anesthésie.

Rappelons que le calcul de la résistance périphérique totale s’effectue via la mesure du

débit cardiaque et de la pression artérielle (équation 4, section 3.2.2.2), deux

paramètres grandement affectés par l’anesthésie. Le débit cardiaque et la pression

artérielle diminuent généralement lors de l’anesthésie87. Ainsi, la résistance

périphérique totale tend à diminuer ou à augmenter selon l’amplitude de diminution

respective de chacun des deux paramètres. À titre d’exemple, mentionnons que la

kétamine-xylazine entraîne une augmentation de la résistance périphérique

contrairement à l’isofturane et au pentobarbital de sodium qui entraînent une

diminution8. L’anesthésie peut donc avoir induit un biais sur la mesure de la

résistance périphérique totale.

17 Valeurs mesurées au laboratoire du Dr Trudel, chez les souris Ç3—thalassémiques et certaines souris
témoins au moment de l’étude.
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En conclusion, nous postulons que la maladie des souris transgéniques f3-

thalassémiques et drépanocytaires étudiées était pour la majorité décompensée.

L’évolution de leurs processus pathologiques se reflétait par une augmentation de la

résistance périphérique à l’écoulement.

5.3 EVALUATION DE LA FONCTION CARDIAQUE

5.3.1 Débit cardiaque

La figure 37 résume les résultats de débit cardiaque obtenus pour les trois

groupes. Une diminution significative du débit cardiaque moyen des souris

drépanocytaires en comparaison avec celui des souris témoins est mise en évidence.

Néanmoins, cette différence disparaît lorsque ces valeurs sont indexées pour le poids.

5.3.1.1 Débit cardiaque dans la littérature: chez la souris

Tel que mentionné précédemment, plusieurs techniques sont employées, dans

la littérature, pour la mesure du débit cardiaque chez les souris. Bien que l’ensemble

des valeurs obtenues par chaque auteur soit consistant, on relate une grande

variabilité entre les études et les agents anesthésiques employés (fableau 7). Les

valeurs expérimentales obtenues dans notre étude, variant de 1.51 ± 0.39 à

1.57 ± 0.1$ mLmin1g1, dépassent considérablement celles de la littérature.

En se basant sur les formules présentées à la sectIon 3.2.2.2, trois variables

entrent dans le calcul du débit cardiaque: le diamètre aortique, la fréquence cardiaque

et l’intégrale de la vitesse aortique. Une erreur d’estimation de ces variables pourrait

ainsi contribuer à la surestimation du débit cardiaque.
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Débit
cardiaque .

. Anesthesie Methode Rcfcrencenormalise
m1min1g’

0.48 ± 0.12 aucune Débitmètre électromagnétique (103)

0.53 ± 0.10 aucune Débitmètre temps de transit (103)

0.53 ± 0.04 1-lalotane + N90 Mesure de conductibilité (71)

0.59 ± 0.08 aucune Mesure de conductibilité (71)

0.71 ± 0.04 pentobarbital Microsphères fluorescentes (117)

0.72 ± 0.38 kétamine + xylazine Echocardiographie (118)

0.86 ± 0.07 pentobarbital Echocardiograpbie (118)

1.30 ± 0.06 aucune Echocardiographie (118)

Tableau 7 Valeurs du débit cardiaque normalisé par le poids (index
cardiaque), chez des souris témoins, tirées de 4 études employant
différentes méthodes de mesure.

Dans notre étude, l’évaluation des diamètres aortiques était effectuée sur

l’image mode-B de l’aorte en coupe longitudinale, selon les recommandations de la

Société Américaine d’Échocardiograpbie. Selon cette société, les 3 à 5 mesures les

plus élevées doivent être conservées, puisque la tendance générale est à la sous-

estimation du diamètre. Il est ainsi peu probable qu’une surestimation du diamètre ait

contribué aux erreurs du débit cardiaque.

D’autre part, deux études rapportent des valeurs de fréquence cardiaque chez

des souris normales anesthésiées au tribromoéthanol comparables à celles obtenues

dans notre étude (Tableau $)(88 119) Ces résultats suggèrent que la fréquence cardiaque

n’est pas une cause des erreurs d’évaluation du débit cardiaque.
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($8)

(119)

480 ± 3

479 ± 22

Tableau 8: Fréquences cardiaques mesurées chez des souris témoins
anesthésiées au tribromoéthanol. Les résultats de notre étude sont
ombragés.

Subséquemment, la surestimation pourrait provenir de l’évaluation de

l’intégrale de la vitesse en fonction du temps. Ce paramètre est grandement influencé

par le profil de la vitesse aortique. Afin d’obtenir des mesures de débit exactes,

l’écoulement sanguin doit être laminaire18 à l’endroit de mesure et le profil de vitesse

doit être plat (Fig. 46)(72). Chez l’humain, ces conditions sont remplies dans l’aorte

près de l’anneau aortique, c’est-à-dire au point de sortie du sang du coeur gauche.

Cylindrical Woltime) F Iow Concentric F luid
(e.g. bload weeI Layers

Figure 46: Schéma illustrant: A) Un écoulement laminaire
parabolique en coupe longitudiale (I) et transversale (IJ)(120); B) Un
écoulement laminaire à profil de vitesse plat.

RéférenceFréquence
cardiaque

468.1 ± 31.4

483.7 ± 52.4

454.5 ± 42.7

groupe témoin

groupe
thalassémique

groupe
drépanocytaire

A i
SideView

ParioIic FIow Profile II
ti tew

Pressure
(i.e.forceun(t rea)

B

Chez la souris, le profil de vitesse aortique à la sortie du ventricule gauche n’a pas été

rapporté faute d’équipements spécialisés pouvant permettre une telle mesure.

18 L’écoulement laminaire est composé de couches concentriques de sang avançant toutes dans la
même direction parallèlement à l’axe du vaisseau.
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Cependant, une étude rapporte, chez le rat, la présence d’un profil de vitesse

parabolique dans l’aorte ascendante (121) Pour tout profil d’écoulement parabolique, la

vitesse moyenne équivaut à la moitié de la vitesse maximale ou centrale022. La

formule permettant le calcul du volume d’éjection systolique s’écrit alors

SV=csA•--•YrI. (12)

En conséquence, si le profil de vitesse aortique chez la souris est parabolique, les

valeurs du débit cardiaque obtenues dans notre étude seraient surestimées d’un

facteur de 2. En appliquant la formule (12) dans le calcul du débit cardiaque, les débits

cardiaques normalisées des souris témoins, -thalassémiques et drépanocytaires

seraient plut6t de 0.79 ± 0.09, 0.77 ± 0.21 et 0.76 ± 0.19 ml.nxinl.gnl, respectivement.

Ces valeurs deviennent alors comparables à celles obtenues dans la littérature.

Toutefois, dans le cadre de notre étude, la comparaison des valeurs de débit

cardiaque entre les groupes était possible malgré leur surestimation probante puisque

toutes ces valeurs étaient obtenues en assumant la même hypothèse, c’est-à-dire que

le profil de vitesse aortique était plat à l’endroit de mesure.

Mentionnons que les valeurs de débit cardiaque obtenues dans la littérature

par la même méthode de mesure que nous avons employée sont inférieures (tableau

7). Ces auteurs ont également considéré que le profil de vitesse de l’aorte ascendante

était laminaire et plat. Lorsque nous comparons nos valeurs moyennes de l’intégrale

de la vitesse aortique à celles obtenues dans une autre étude échographique, nous

(13)constatons que nos valeurs sont significativement superieures (p < 0.001, test de t) -

Ceci indique que notre surestimation ne provient pas uniquement du profil de vitesse

aortique mais probablement aussi de l’estimation de l’angle Doppler.
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L’estimation de l’angle entre le faisceau ultrasonore et la direction de

l’écoulement sanguin est une source potentielle d’erreur. Nous estimons que dans 65

% des cas de notre étude cet angle O (Fig. 32B) était d’environ 60° ou inférieur, ce qui

signifie que l’erreur sur la vitesse était alors acceptable72. Rappelons qu’en

échographie Doppler, la variabilité de la mesure de vitesse croît avec l’angle.

Cependant, dans certains cas, il était impossible de positionner la sonde afin d’obtenir

un angle optimal ( 60°). Ainsi, une faible erreur dans l’estimation de l’angle O a pu

entraîner des erreurs importantes dans l’évaluation de la vitesse aortique. Il est

néanmoins important de noter qu’une erreur sur l’angle peut non seulement causer

une sur-estimation mais également une sous-estimation de la vitesse.

5.3.1.2 Débit cardiaque dans la littérature : chez les patients f3-

thalassémiques et drépanocytaires

Tous les auteurs rapportent un débit cardiaque significativement plus élevé

chez les patients f3-thalassérniques et drépanocytaires’°6’ 107, 124, 125) L’augmentation du

débit cardiaque serait principalement une conséquence hémodynamique de la

diminution de la capacité de transport du sang en oxygène125’ 126)•

5.3.1.3 Interprétation des résultats de débit cardiaque des souris

f3-thalassémiques et drépanocytaires

Tel que mentionné lors de l’interprétation des résultats de résistance

périphérique, la maladie des modèles de souris transgéniques n’est pas complètement

identique it celle des patients. Il devient donc difficile de comparer les résultats d’une

étude animale aux résultats chniques. Cependant, il est possible que le coeur des souris

f3-thalassémiques et drépanocytaires subisse des compensations permettant de
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maintenir le débit cardiaque à un niveau normal. De plus, le débit cardiaque est

significativement diminué durant l’anesthésie et ce peu importe l’agent anesthésique

utilisé. L’évaluation de l’effet de l’anesthésie sur le débit cardiaque des modèles de

souris est donc complexe et nécessite de plus amples investigations. Ainsi, une

nouvelle étude s’impose afin d’inte;-préter l’absence de différence rapportée dans le

présent travail entre le débit cardiaque des souris transgéniques et celui des souris

témoins.

5.3.2 Fonction du ventricule gauche

5.3.2.1 Fonction du ventricule gauche dans la littérature chez la souris

Les valeurs moyennes des diamètres ventriculaires systoliques et diastoliques et de la

fraction de raccourcissement correspondante, obtenues dans notre étude, sont

exposées au tableau 3. Afin de comparer ces valeurs à la littérature, le tableau 9

rapporte quelques valeurs des diamètres systoliques et diastoliques du ventricule

gauche, ainsi que des valeurs de la fraction de raccourcissement, obtenues par

échocardiographie chez des souris témoins. La littérature montre que chez la souris

pour un même agent anesthésique, la valeur des paramètres étudiés peut varier

grandement. Cette variabilité peut s’expliquer par les différences entre les souches, les

appareils d’échographie utilisés et le régime d’anesthésie employé. Par conséquent, les

données obtenues dans notre étude sont comparables aux valeurs de la littérature.
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LVSD LVDD
Anesthésie FS (%) Poids (g) n Référence

(mm) (mm)

Avertin 2.3 ± 0.09 3.8 ± 0.09 40 ± 0.83 30 ± 1 6 (88)

Avertin 2.13 ± 0.28 3.73 ± 0.19 35.5 ± 2.4 n.d. 12 (104)

Kétamme
2.22 ± 0.25 3.73 ± 0.5 41.0 ± 5.9 27.0 ± 4.5 12 (127)

xylazrne

Kétamine
2.34 ± 0.08 3.57 ± 0.09 34.6 ± 1.1 24.3 ± 0.6 12 (118)

xylazrne

Isoflurane 2.45 ± 0.09 3.84 ± 0.09 36.2* 20 ± 1 17 (123)

Isoflurane 3.02 ± 0.61 4.23 ± 0.48 29 ± 9 29.2 + 8.8 28 (128)

Pentobarbital 2.05 ± 0.0$ 3.06 ± 0.09 33.1 ± 1.8 23.7 ± 0.4 12 (118)

aucune 1.22 ± 0.05 2.52 ± 0.06 51.4 ± 1.1 24.0 ± 0.4 24 (118)

Tableau 9 : Valeurs des diamètres systoliques (LVSD) et diastoliques
tLVDD) du ventricule gauche et de la fraction de raccourcissement
(FS) mesurés par échocardiographie chez des souris témoins

anesthésiées avec différents agents.
*

Cette valeur est calculée à partir
des valeurs moyennes de LVDD et LVSD fournies par l’auteur.
n.d. : non-disponible.

5.3.2.1 Fonction du ventricule gauche dans la littérature:

chez les patients -thalassémiques et drépanocytaires

Dans la littérature, les auteurs rapportent une dilatation du ventricule gauche

chez les patients atteints d’anémie falciforme107’ 125, 126)• Cependant, la fonction

ventriculaire gauche demeure normale chez une large proportion des patients. Ces

patients ont une fraction d’éjection systoliqu&9 et une fraction de raccourcissement

19 La fracdon d’éjecfion (FE) est calculée par la formule: fE
(LVDV — LVSV)

x 100’ où LVDV
L VDV

représente le volume du ventricule gauche en fm de diastole et LVSV, le volume du ventricule gauche
en fin de systole.
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comparables aux sujets témoins107’ 125) L’équipe de Denenberg étudie également

d’autres mdices de la fonction cardiaque et constate une dysfonction de la contractilité

du myocarde chez les patients drépanocytaires°. Enfm, l’équipe de Rees constate

chez des enfants atteints d’anémie falciforme, âgés de 2 à 14 ans, une diminution de la

fraction d’éjection du ventricule gauche ainsi qu’une diminution de la performance

ventriculaire gauche2.

Chez les patients _thalassémiques, atteints de thalassémie majeure ou

mineure, les diamètres et volumes du ventricule gauche en systole et diastole sont

significativement augmentéestJS 129) La fraction d’éjection et la fraction de

raccourcissement du ventricule gauche sont diminuées uniquement chez les patients

atteints de thalassémie majeure129. Tel qu’expliqué à la section 2.7.1.3, les patients -

thalassémiques sévèrement atteints manifestent une surcharge de fer. Ce fer

s’accumule dans plusieurs sites tissulaires dont le foie et le coeur, ce qui affecte la

fonction cardiaque.

5.2.3 Interprétation des résultats de fonction ventriculaire gauche des

souris -thalassémiqucs et drépanocytaires

L’étude de la fonction cardiaque des souris -thalassétniques indique une

dilatation du ventricule gauche. Cependant la fraction de raccourcissement du

ventricule gauche demeure inchangée par rapport aux souris témoins. Ces résultats

indiquent que la maladie des souris -thalassémiques induit un remodelage du

ventricule gauche qui se reflète par une dilatation de la cavité ventriculaire.

Cependant, la contractilité ventriculaire semble demeurer intacte. En général, la

dilatation du ventricule gauche indique une surcharge ventriculaire causée par une
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augmentation de la pré-charge ou de la post-charge ventriculaire. La pré-charge

représente la charge initiale à laquelle sont soumises les fibres myocardiques par la

pression diastolique. La post-charge se définit comme la charge s’opposant à l’effort

de contraction des fibres myocardiques en systole. Un des facteurs s’opposant à

l’éjection est la résistance artérielle et artériolaire.

Le groupe de souris drépanocytaire présentait des valeurs de diamètres

systoliques et diastoliques ainsi qu’une fraction de raccourcïssement du ventricule

gauche comparables à celles des souris témoins. Ainsi, le coeur des souris

drépanocytaires ne semble pas subir un remodelage ventriculaire gauche ou une

altération de sa contractilité. Cependant, il est probable que la pathologie cardiaque

chez les souris drépanocytaire se développe avec l’âge. La moyenne d’âge de ce

groupe de souris n’était que de 3.7 mois. Une nouvelle étude s’impose afm d’évaluer

l’évolution de la fonction cardiaque des modèles de souris transgéniques

drépanocytaires à différents âges.

Finalement, la méthode d’évaluation de la fonction cardiaque chez la souris,

employant uniquement l’imagerie en mode M, comporte des limitations puisqu’elle se

base uniquement sur des mesures unidimensionnelles du ventricule gauche.

Cependant, les appareils échographiques cliniques utilisés généralement dans la

littérature ne disposent pas d’une résolution spatiale et temporelle suffisante pour

l’évaluation bidirnensionnelle du ventricule gauche. Des développements récents de

l’appareil échographique Vevo 660 permettent d’obtenir des images mode B à haute

résolution spatiale et temporelle. Ainsi, il sera possible lors d’études futures

d’effectuer une évaluation bidimensionnelle du ventricule gauche permettant



101

également d’estimer les volumes systoliques et diastoliques, la fraction d’éjection ainsi

que la masse du ventricule gauche.

5.4 EFFICACITÉ DE L’INDEX DE RÉSISTANCE DE POURCELOT ET DE LA

RÉSISTANCE PÉRIPHÉRIQUE TOTALE COMME TEST DIAGNOSTIC

Généralement, la courbe ROC représente le taux de vrais positifs2°

(sensibilité) en fonction du taux de faux positifs21 (100-spécificité) pour différents

seuils. Chaque point sur la courbe représente la sensibilité et spécificité

correspondante it un seuil de décision spécifique. L’aire sous la courbe ROC

représente la probabilité qu’un individu malade choisi au hasard obtienne une valeur

supérieure (ou inférieure, selon le test diagnostic) à celle d’un individu sain choisi au

hasard. Lorsqu’un test diagnostique discrimine parfaitement tous les sujets sains des

sujets malades, l’aire sous la courbe ROC est égale à 1. A contrario, l’aire sous la

courbe est égale à 0.5 lorsque le test sous étude ne peut distinguer les deux groupes (la

courbe ROC comcide ainsi avec la diagonale). Dans ce cas, il n’y a pas de différence

dans la distribution des résultats du test entre les deux groupes (malades et sains).

En guise de rappel, les tests diagnostics sous étude étaient : l’index de

résistance de Pourcelot de l’artère carotide, celui dans l’aorte abdominale et la

résistance périphérique totale. L’index de résistance de l’artère carotide et la résistance

périphérique totale se sont avérés efficaces pour séparer les deux groupes puisque

l’intervalle de confiance sur l’aire sous la courbe ROC de ces tests exclut la valeur

d’aire théorique de 0.5. Cependant, l’intervalle de confiance sur l’aire sous la courbe

2t) Nombre d’mdividus malades correctement classifiés.
21 Nombre d’individus sains diagnostiqués malades.
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ROC de l’index de résistance dans l’aorte abdominale inclut cette valeur théorique de

0.5. Ce test ne peut donc pas discrimh er les souris saines des souris pathologiques.

De plus, la faible différence entre l’aire sous la courbe ROC de l’index de

résistance de l’artère carotide et celle de la résistance périphérique totale (0.003)

indique que ces tests sont équivalents au point de vue d’efficacité diagnostique. Cette

constatation est importante considérant la méthodologie impliquée dans le calcul des

valeurs pour chaque test. L’index de résistance de Pourcelot implique uniquement

l’acquisition de signaux Doppler artériels et la mesure simple des vitesses systoliques

et diastoliques. La résistance périphérique totale nécessite la mesure de la pression

artérielle moyenne ainsi que le débit cardiaque. Cette procédure est plus complexe et

nécessite un temps d’évaluation beaucoup plus long. Ainsi, à efficacité diagnostique

équivalente, l’index de résistance de Pourcelot dans l’artère carotide comporte un

avantage majeur sur la résistance périphérique totale pour l’identification non invasive

de souris atteintes de p-thalassémie et d’anémie falciforme.

Cependant, il faut noter que cette analyse de courbe ROC comporte une

limitation majeure, considérant le nombre de souris dans les groupes diagnostiques.

En fait, pour tirer des conclusions justes, il est suggéré d’employer un nombre

minimum de 100 cas au total130. Chaque groupe doit inclure un minimum de 50 cas

afm que chaque cas représente au plus 2% des observations. D’autres souris devraient

donc être étudiées afm d’augmenter le nombre de cas et d’améliorer notre analyse

ROC.
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5.4 AMÉLIORATIONS POSSIBLES ET TRAVAUX FUTURS

La méthodologie expérimentale de cette étude pourrait être améliorée afm de

corriger certains biais et dur uer la variabilité des résultats. Cette section propose des

améliorations et investigations possibles pouvant répondre aux faiblesses et au besoin

d’études futures, relatées ci-dessus.

Premièrement, l’échantillon de souris dans chaque groupe devait être

augmenté. Les souris pathologiques devraient être appariés à des souris témoins du

même âge. Il serait également intéressant de composer plusieurs groupes représentant

différentes tranches d’âges afm d’évaluer l’évolution des processus pathologiques avec

le vieillissement.

Deuxièmement, une étude comparative devrait être effectuée chez les trois

groupes de souris entre l’état éveillé et anesthésié. Cette étude permettrait d’évaluer

l’influence de l’anesthésie sur la pression artérielle, le débit cardiaque, l’index de

résistance de Pourcelot et la résistance périphérique totale.

Troisièmement, il serait pertinent d’évaluer la fonction endothéliale vasculaire

chez les modèles de souris -thalassémiques puisqu’aucune étude similaire n’a été

effectuée jusqu’à présent chez ces modèles. La littérature suggère une altération de

cette fonction chez les patients -thalassémiques99. Cette étude pourrait s’effectuer

en utilisant trois différentes méthodes. Une première méthode consisterait à évaluer

les réponses vasodilatatrices ex vivo et in vitro de segments d’artères isolées prélevées

chez des souris -thalassémiques ou témoins. Une deuxième méthode visualiserait in

vivo, par microscopie intravitale, la dilatation des artérioles du muscle crémaster suite à

l’application topique de vasodilatateurs dépendant ou non de l’endothélium. De plus,
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périphérique à l’écoulement. L’évaluation de la fonction vasculaire in vivo était

effectuée en mesurant la variation de l’index de résistance en fonction du temps suite

à l’injection intraveineuse d’un vasodilatateur dépendant de endoffiélium,

lacéty1cho1ineu, ou indépendant de endothélium, le mtroprussiate de sodium’ (voir

annexe I pour le protocole détaillé). Les résultats préliminaires démontrent la

faisabilité de cette méthode (Fig. 47).
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Figure 47: Variation de l’index de résistance de l’aorte abdominale
en fonction du temps suite à l’injection intraveineuse d’acétylcholine
(1 pg/kg) au temps t = 8 minutes chez une souris témoin. Chaque
point représente une moyenne de 10 valeurs d’index de résistance de
Pourcelot et les barres d’erreurs présentent l’écart type.

Finalement, le débit cardiaque pourrait être mesuré de nouveau par d’autres

techniques échographiques en mode B. À titre d’exemple, mentionnons la possibilité

d’évaluation du volume à partir de l’aire du ventricule gauche en coupe longitudinale

22 L’acétylcholine stimule la libération de NO par l’endothélium vasculaire.
23 Le nifroprussiate de sodium induit directement la relaxation des cellules musculaires lisses
vasculaires.
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Finalement, le débit cardiaque pourrait être mesuré de nouveau par d’autres

techniques échographiques en mode B. À titre d’exemple, mentionnons la possibilité

d’évaluation du volume à partir de i’aire du ventricule gauche en coupe longïmdinale

ou de la sommation de l’aire de disques d’épaisseur connue de la cavité ventriculaire

gauche en coupe transverse (Fig. 4$)(73).

A B
L

W

Figure 4$ A) Schéma représentant la méthode du calcul
bidimensionnel du volume ventriculaire gauche en coupe
longitudinale. V représente le volume de la cavité ventriculaire
gauche, A son aire longitudinale et L, sa longueur. B) Analyse
échographique du volume ventriculaire gauche par sommation de
disques. Un nombre x d’images en mode B du ventricule gauche en
coupe transverse sont enregistrés à distance égale de la base à l’apex
du coeur (I et II). L’aire interne (A,) de chaque tranche j du
ventricule gauche est calculée en systole et en diastole (I). La
longueur L du ventricule gauche est mesurée sur une image en
coupe longitudinale (III).

82

3.7r.L
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CHAPITRES: CoNcLusIoN

L’objectif principal de ce travail était d’évaluer chez des souris transgéniques

par une méthode non effractive les anomalies cardiovasculaires associées à la f3-

thalassémie et à l’anémie falciforme.

Dans un premier temps, nous avons démontré qu’il était possible de mesurer

la résistance périphérique à l’écoulement sanguin chez la souris en utilisant un appareil

ulirasonore à haute-fréquence. Les deux approches employées étaient la mesure de la

résistance périphérique totale et l’évaluation de l’index de résistance de Pourcelot.

Cette étude est à ce jour la première à rapporter la mesure de l’index de résistance de

Pourcelot chez la souris. Dans un deuxième temps, nous avons montré que la

résistance à l’écoulement sanguin était supérieure chez les souris transgéniques f3-

thalassémiques et drépanocytaires en comparaison avec les souris témoins.

Finalement, la fonction cardiaque évaluée par échocardiographie n’était pas altérée

chez les modèles de souris f3-thalassémiques et drépanocytaires.

Bien qu’il comporte certaines limitations, l’index de résistance de Pourcelot

est un outil efficace dans l’évaluation de perturbations circulatoires. L’avantage

principal de cet index est sa facilité d’emploi et sa capacité d’évaluer des anomalies

circulatoires. De ce fait, cette technique ultrasonore non-intrusive pourrait être utilisée

pour le phénotypage de souris pathologiques et pourrait être décisive pour le suivi de

stratégies thérapeutiques. Tel que mentionné à l’appendice II, cette approche est

également potentiellement utilisable pour évaluer la fonction endothéliale vasoactive

chez la souris de manière non-intrusive.
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CHAPITRE 5: CoNcLusioN

L’objectif principal de ce travail était d’évaluer chez des souris transgéniques

par une méthode non effractive les anomalies cardiovasculaires associées à la
-

thalassémie et à l’anémie falciforme.

Dans un premier temps, nous avons démontré qu’il était possible de mesurer

la résistance périphérique à l’écoulement sanguin chez la souris en utilisant un appareil

uftrasonore à haute-fréquence. Les deux approches employées étaient la mesure de la

résistance périphérique totale et l’évaluation de l’index de résistance de Pourcelot.

Cette étude est à ce jour la première à rapporter la mesure de l’index de résistance de

Pourcelot chez la souris. Dans un deuxième temps, nous avons montré que la

résistance à l’écoulement sanguin était supérieure chez les souris transgéniques f3-

thalassémiques et drépanocytaires en comparaison avec les souris témoins.

Finalement, la fonction cardiaque évaluée par échocardiographie n’était pas altérée

chez les modèles de souris f3-thalassémiques et drépanocytaires.

Bien qu’il comporte certaines limitations, l’index de résistance de Pourcelot

est un outil efficace dans l’évaluation de perturbations circulatoires. L’avantage

principal de cet index est sa facilité d’emploi et sa capacité d’évaluer des anomalies

circulatoires. De ce fait, cette technique ultrasonore non-intrusive pourrait être utilisée

pour le phénotypage de souris pathologiques et pourrait être décisive pour le suivi de

stratégies thérapeutiques. Tel que mentionné à l’appendice II, cette approche est

également potentiellement utilisable pour évaluer la fonction endothéliale vasoactive

chez la souris de manière non-intrusive.
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ANNEXE I

MESURE DE LA FONCTION ENDOTHÉLIALE VASCULAIRE IN VIVO

Protocole

Les procédures d’anesthésie et de maintient de la température sont effectuées

tel que décrit dans la section 2.2.1. L’imagerie échographique en mode-B est utilisée

afin de localiser l’aorte abdominale au niveau du rein avant les bifurcations rénales. La

sonde échographique est fixée à l’endroit de mesure et des acquisitions Doppler sont

effectuées dans l’aorte abdominale durant 5 minutes à 30 secondes d’intervalle. Une

injection intraveineuse d’un bolus de 150 iL est effectuée au niveau de la veine

caudale sans déplacer l’animal ou la sonde échographique. Ce bolus contient soit une

dose de 1-100 ig/kg d’acétylchohne, vasodilatateur endothélium-dépendant, soit une

dose de 1-10 ig/kg de nitroprussiate de sodium, vasodilatateur endothélium

indépendant, ou de la solution saline. Suite à l’injection, des acquisitions Doppler sont

effectuées dans l’aorte abdominale au même niveau qu’auparavant durant 40 minutes

à 30 secondes d’intervalle. L’animal est surveillé jusqu’à son réveil. Les index de

résistance de Pourcelot sont ensuite calculés à partir des enregistrements Doppler et

sont moyennés sur 10 cycles cardiaques.



xxi

ANNEXE II

ARTICLE DE CONFÉRENCE:

Stoyanova E., foster F.S., Tnidel M., Cloutier G., Comparison 0f Doppler uttrasozind

ftow resistance indices in beta-thatassemic, sickle cett anernic and controt mice, Proceedings of

die IEEE International Symposium on Biomedical Imaging, Arhngton, VA, vol.

1, p.956-59



COMPARISON 0F DOPPLER ULTRASOUND FLOW RESISTANCE INDICES IN BETA
THALASSEMIC, SICKLE CELL ANEMIC AND CONTROL MICE

Ekatherina Stoyanova’, Marie Trudet2, F. Stuart Foster3, Guy Cloutier’

1University of Montreal Hospital Research Center, Montreal, Canada
2Clinical Research liistitute of Montreal, Montreal, Canada

3Sunnybrook and Women’s College Health Sciences Center, Toronto, Canada

ABSTRACT

Sickie ceil anemia and -thalassemia are two genetic
hematological diseases. These conditions trigger thromboembolic
evcnts and microcirculatory disorders generating an increase in
vascular resistance 10 b]ood fiow, winch can be measured by
radiological techniques. The purpose of this study svas b
demonstrate the possibility of measuring non-invasively
peripheral vascular resistance to blood flow in mice using a high
frequency ultrasound imaging system. Four groups were included
in the study: 9 control mice, 16 -thalassemic mice
and 9 siclde ccli anemic mice (ii-I- SAD). The Pourcelot resistive
index vas used to characterize Doppler waveforms of the carotid
artery and abdominal aorta. Resistive indices were significantly
increased (p<D.OS) in t3-thalassemic and sickle cd anemic mice
compared to controls in both arteries. Measurements of
echographic resistive indices allowed detecting the consequences
of microrheological blood flow disorders in these small
experimental animais. This finding is of high significance in the
context of functional genomic studies.

1. INTRODUCTION

Sicide ccli anemia and 3-thalassemia are genetic
hemoglobinopathies resulting respectiveiy, in altered hemoglobin
production and synthesis. These syndromes are characterized by
morphological and functional erythrocyte abnormalities causing
decreased red blood ccli life span leading 10 chronic anemia [1,2].
Affected patients suifer from diverse clinical manifestations
mainly attributed to circulatory disorders and expressed by
artenal and venous thromboembohc events, transitory ischemic
attacks, microcirculatory obstruction leading to cerebral and
pulmonary thrombosis and chronic leg ulceration [3]. Severely
affected t3-thalassemic and sicide ccli anemic patients usually
undergo aggressive trealments [4,5]. As a consequence, this
compromises pathophysiological studies of disease progression
because treatments can be seen as confounding factors. This
justifies the need for an animal model, which also allows the
development of new treatment approaches.

Mice have been widely used as models of human
pathological disorders because of their sufficient biological
similarity and the possibility of modifying their genotype.

furtiiermore, considering their size, mice are easy to manipulate
and inexpensive to maintain. Nevertheless, me study of their
physiology and phenotype requires the development and
validation of new imaging techniques with high resolution.

Ultrasound imaging is a well-established diagnostic tool
for human and large animaIs. Clinical ultrasound systems have
limited use in mouse research because 0f their poor spatial
resolution. High-frequency and thus high-resolution imaging
systems have recently become commercially available
(Visualsonics, Toronto, Canada). The ultrasound biomicroscope
(UBM) non-invasive system was used for different applications
such as embryonic developinent, cardiac, tumoral, ocular and
dermal imaging [6,?]. The system allows in vivo study of
physiological processes in mice. However, tise main limitation in
the use of high frequencies is that signal attenuation increases
with frequency, winch limits the depth of penetration to a few
millimeters.

Transgenic mouse models displaying the -thalassemic
and sickle ccli anemic phenotype have been developed [8,9]. It is
hypothesized that, in these models, transient microcirculatory
obstruction increases pcripheral vascular resistance to blond flow
and tins obstruction can be detected by Doppler ultrasound. In
human, regional flow resistance can be assessed by means of
Doppler sonography, measuring tise speed of flow and calculating
the Pourcelot resistive index (RI) [10]. In mice, no attempt vas
made m the literature to measure the RI. Tise main limitation in
small animal Doppler insaging is the accurate localization ofblood
vessels. Tise UBM B-mode guided Doppler acquisition facilitates
the localizing of small anatomical structures and thus provides the
possibility of performing Doppler ultrasound recordings in small
vessels. In this study, the UBM was used to study blood flosv
disorders in transgenic mice.

2. MATERIALS AND METHODS

The experimental protocol was approved by the Clinical Research
Institute of Montreal (IRCM) animal care committee, and animal
handling and care proccdures were conducted according 10 tise
guidelines of the Canadian Council on animal care. Two groups
of transgenic mice: 16 Hbbd 1/d4hal -thalassemic mice and 9 o-I
SAD sickie cd anemic mice, and one control group of 9 C57BL6
mice were studied.

Anesthesia Prorocol: Mice were weighted and then
anesthetized with an intraperitoneal injection of 0.0165 mL/g
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Fig. 1. Measurement of the systolic (S) and end diastolic (D)
Doppler frequency shift.

2,2,2-trïbromo-ethanol (Avertin 2.5%). AnimaIs were placed on a
warming pad under a heating Iamp to maintain normothermia,
and body hair of the anterior neck region and the lumbar region
was removed using a commercial depilatory crcam (Nair).

Echographie Assess,nent: Echographic images and
Doppler waveforms were obtained with the use of a VS4O
Ultrasound Biomicroscope (UBM, Visualsonics) equipped with a
40 MHz transducer. The UBM operating frequencies range
between 19 and 55 MHz providing high-resolution B-mode
images, and image guided high-frequency pulsed Doppler for
flow detection. The spatial resolution of this systcm is 50-100
1m. Ultrasound gel was placed on the regions of interest to
provide a coupling medium for the transducer. B-mode
echography tvas used to localize blood vessels and place the
Doppler sample volume precisely into the carotid artery or the
abdominal aorta. Doppler mw waveforms wcre recorded for 2
seconds for both vessels. Manual measurements using MATLAB
software were made of the peak systolic Doppler frequency shift
(S) and ofthe end diastolic Doppler frcquency shift (D) (fig. 1).
The Pourcelot resistive index was calculated using the fallowing
formula [10]:

RJ—(S-D)/S

Resistive indices were averaged over 10 cardiac cycles.
Statistical Analysis: Unless otherwise specified, data are

expressed as mean ± standard error of the mean (SEM) of o
observations, where n represents the number of mice per group.
Comparisons of the two transgenic groups and with the contrai
group were made by Student’s unpaired t-tests. Results were
considered statistically significant at p< 0.05.

3. RESULTS

Average body weights for control, sicldc cdl anemic
and 3-thalassemic mouse groups were respectivcly 28.7 ± 21g,
28.6 ± 4.4g and 28.0 ± 2.lg (mean ± standard deviation). The
carotid artery and abdominal aorta were easily located with B-
mode imaging. fig. 2(a) shows a typical transverse image of the
neck region before the bifurcation of carotid arteries. Common
carotid artery diameters were approximately 200-400 pm.
Internai or external carotid arteries were difficult to localize
because of their small diameters and the Doppler signal was not
assessed for these vessels. Fig. 2(b) shows a representative
transverse image of the lumbar regian displaying the abdominal

Doppler waveforms were recorded in the common
carotid artery and abdominal aorta (Fig. 3). Doppler recordings in
the carotid artery were asscssed before the carotid bifurcation,
and in the abdominal aorta measurements were donc before the
renal bifurcation using the kidney as a reference point. Kidney,
liver and spleen were studied by B-mode imaging but no
difference in image texture was observed.

Resuits are summarized in Fig. 4. Resistive indices in
carotid arterics were 0.826 ± 0.009, 0.879 ± 0.008 and 0.913 ±

0.009 for control, 3-thalassemic and sickie cefl anemic mice,
respectively. In abdominal aartas, resistive indices in control, 3-
thalassemic and sicHe cd anemic mice were 0.804 ± 0.014,
0.855 ± 0.013 and 0.88$ ± 0.011, respectively.

Resistive indices for bath transgenic mouse models
were signfficantly higher compared ta control mice for bath blood
vessels.

4. DISCUSSION

The purpose of tins study was ta demonstrate the possibility of
evaluating nan-invasively disturbance ta blood flow in mice.
Sicide cd anemic and 3-thalassemic mice exhibited significantly
higher resistive indices compared ta contrai mice.

Fig. 3. UBM image guided pulsed Doppler waveforms in an adult mouse:
(a) flow through the common carotid artery; (b) 110w through the abdominal

Tim e Fig. 2. In vivo UBM images in adult mouse: (a) cross-section of
the neck region showing the common carotid arteries (C), the jugular veia
(J) and the trachea (T); (b) transverse section of the lumbar region showing
the abdominal aorta (A), the kidney (K) and the spine (S).

o

0 1 2
Time (s)

aorta. aorta.



075

07

Fig. 4. Bar graph of the average resistive indices in the carotid
artery and abdominal aotta of control, beta-thalassemic and sickle ccli
anemic mice.

Several mechanisms might explain an increase in vascular
resistance in those mice, including enhanced erythrocyte
aggregation, increased adhesion of red blood ceils to the
endothelium, activation and adhesion of leukocytes to the
endotheium and chronic piatelet activation and aggregation [1,3].
Sicide ccli anemic and F3-thalassemic erythrocytes present altered
ceilular membrane properties leading to enhanced rigidity and
interfering with their capacity to deform in capiliaries with
diameter inferior to thefr own [2]. Furthermore, siclde ccii anemic
ted blood ceils often get trapped in

microcirculation because of their elongated shape, cailed siclded
[8]. The understanding of the contribution of these factors to
peripherai vascular resistance awaits further consideration.

In tins study, the resistive index was considered to
reflect peripherai vascular resistance. However, the RI should not
be directiy interpreted as the truc peripheral resistance. Clinicaliy,
the resistive index is used to asscss regional flow disorders in

small vesseis (renai, ocular, hepatic). Referring to the literature,
systemic vascular resistance depends on the cardiac output (CO)
and on the systemic vascular pressure. Systemic vascular
resistance (SVR) [il] is defincd as:

SVR (MAP - CVP)/CO,

where MAP represents the mean arteriai pressure and CVP the
central venous pressure (considered generally negiigibic).
Unfortunately, since it is difficuit to determine the cardiac output
in mice non-invasively and even invasively, SVR measurement
remains complex. The RI, aithough it has inherent limitations, is
an interesting alternative.

The RI depends on several factors, including vascular
pressure, vascular compliance and the site of measurement
[10,12]. Reference points were used to locate the same site of
measurement in cach mouse, but very smali misiocations may

induce ingh errors in RIs especially in the abdominal aorta, winch
contains numerous bifurcations (celiac, renal, mesenteric).
Furthermorc, one of the major functions of the vascular
endotheium consists in regulating vascular tonus by secreting
vasodilators and vasoconstrictors, winch act upon vascular
smooth muscle celis. Endotheliai dysfiinction may then affect
peripheral resistance to flow and RI values. Aithough, these
factors may intervene in the interpretation of RI, it is beicved
that the increases of RI observed in Fig. 4 are due to
microcircuiatory disorders.
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Fig. 5. Variation of the resistive index foilowing an inlravenous injection 0f acetylcholine at time T
in control mouse as a function ot Lime. Values are expressed as mean ± standard deviation (SD).



5. CONCLUSION “Towards a transgenïc mouse model of sicide ceil disease:
hemoglobinSAD,”EMBOfournat, 10(11), pp. 3157-65, 1991.

To complete this study, the vascular endotheliai funct ion in sickie
ceil anemic and -tha1assemic mice wffl be evaiuated by assessing [9] L.C. Skow, B.A. Burkhart, F.M. Johnson, R.A. Popp, S.Z.
in vivo hemodynamic responses to an endothelium-dependant Goldberg, W.F. Anderson, L.B. Barnett and S.E. Lewis, “A
vasodilator, acetylcholine. Preliminary resuits allowed us to trace mouse model for 3-thalassemia,” CetI, 34(3), pp. 1043-52, 1983.
curves of the variation in resistive index as a function of time
following an intravenous injection of acetylcholine in controt mice [10] R.O. Bude, J.M. Rubin, “Reiationship between the resistive
(Fig. 5). index and vascular compliance and resistance,” Radiotogy,

Cardiac function in pathologicai mice wffl also be 211(2), pp. 41 1-17, 1999.
evaluated by measuring non-invasiveiy cardiac output by Doppler
imaging using the UBM system. Systolic and diastolic pressures [11] F.L. Belloni, “Teaching the principles of hemodynamics,”
will be monitored with the XBP 1000 (Kent Scientilic) tail-cuif American Journal ofPhysioÏogy, 277, pp. S 187-202, 1999.
system. Tins wffl allow the measurement of systemic vascular
resistance, winch wiM be compared to the resistive index. [121 R.O. Bude, J.M. Rubin, “Effect of downstream cross

In summary, the UBM imaging system represents a sectional area of an arterial bed on the resistive index and the
valuabie potentiai tool for monitoring hemodynamic perturbations eariy systolic acceleration,” Ractiotogy, 212(3), pp. 732-38, 1999.
in smali animais. Yet, confounding factors affecting hemodynamic
processes must be taken into account to establish RI as a valuabie
index of red biood ccli microrheoiogicai disorders in the mouse
modeis considered here.
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