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Etude des intéractions entre les phénotypes majeurs de
I'haptoglobine et 'hémoglobine

Study of interactions between the major phenotypes of
haptoglobin and haemoglobin

Guéye P.N+®@ Kane M.G3 N Diaye R", Diop P.A", Lessinger J.I#.

Résumé :

L'étude de l'interaction entre les phénotypes magale I'haptoglobine (Hp) et I'hémoglobine humaihth) a

été réalisée par deux approches : une méthode atigym basée sur le pouvoir peroxydasique du codaple
haptoglobine-hémoglobine a pH 4,0, et une méthotlgsigue, la microcalorimétrie. Les résultats de
l'interaction de I'Hp avec I'Hb humaine en spectnopométrie (méthode enzymatique) ont permis la
détermination des constantes de dissociation apgarsuivantes : Hb-Hp 1-1 (2,5 + 0,5 x°fol/L), Hb-Hp

2-1 (3,1 + 0,5 x 18 mol/L) Hb-Hp 2-2 (6,7 + 1,0 x T®mol/L). Ces résultats ont montré des différences
d’affinité selon le phénotype: Hp 1-1 > Hp 2-1 > B?. Par ailleurs, les résultats obtenus avec éthaue
microcalorimétrique ont montré que la variationdfealpie est significativement plus importante ldes la
formation du complexe Hb-Hp 2-2 avec des valeursat@tion d’enthalpieAH) de I'ordre de - 24, - 29 et - 48
kcal/mol pour le phénotype Hp 1-1, Hp 2-1, et HR, 2espectivement. L’ensemble de ces résultatsraipele
constater que les phénotypes d’haptoglobine intesa@nt de maniére différente avec I'hémogloboee qui
peut expliquer en partie les différences rapportmxernant I'influence des phénotypes d’Hp vissades
pathologies liées au métabolisme de I'Hb extraképgdytaire.

Mots-Clés :
Phénotypes d’haptoglobine ; hémoglobine ; micrad@aétrie ; Pouvoir peroxydasique ; affinité.

Abstract:

The interaction between human haemoglobin (Hb) each of three major haptoglobin (Hp) phenotypes was
carried out by two approaches: an enzymatic meffasgd on peroxydasic capacity of haptoglobin-haéwbay
complex at pH 4,0, and a microcalorimetry methaderaction results obtained by spectrophotometrthate
(enzymatic method) showed apparent constants sécistion: Hb-Hp 1-1 (2,5 + 0,5 X 10-6), Hb-Hp 23,1 +
0,5 X 10-6) Hb-Hp 2-2 (6,7 + 1,0 X 10-6). Theseutesshowed differences in affinity according teepbtype:
Hp 1-1, Hp 2-1 and Hp 2-2. In addition, resultsadtéd with microcalorimetric method showed thaiatéon of
enthalpy is significantly more important at the mf@tion of Hb-Hp 2-2 complex with variation value$ o
enthalpy AH) about - 24, - 29 and - 48 kcal/mol for phenotyfye 1-1, Hp 2-1, and Hp 2-2, respectively. Our
results suggested that haptoglobin phenotypesaictext differently with haemoglobin, explaining difénces in
involvement Hp phenotypes in pathologies of extfalzd Hb metabolism.

Key word :
haptoglobin phenotypes ; extracellular hemoglobirigrocalorimetry ; peroxydasic capacity ; affinity

1. Introduction lors d’épisodes hémolytiques. Elle a été
L’haptoglobine (Hp) est une glycoprotéine découverte en 1938 par Polonovski et Jayle
dont la concentration plasmatique augmente (Polonovski et al., [1]), puis Smithies
dans les syndromes inflammatoires et découvrit plus tard ses variants génétiques
diminue au cours des hémolyses. Comme (Smithies [2] ). L'Hp est synthétisée par le
son nom l'indique (haptein = bind = fixer), foie et fixe avec une grande affinité
son réle est de fixer I'némoglobine libérée I'hémoglobine libre (Hb) pour former un
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complexe stable (Hp-Hb) (McCormickt Plusieurs études ont montré que chaque
al., [3]). Ce dernier peut se former aussi dimére o de I'Hb peut se fixer sur une
bien in vivo qu’in vitro et possede une chaine lourdel de I'Hp et que la chaine
activité peroxydasique (Jayle [4]). Sur le légérea de I'Hp ne semble pas intervenir
plan de la structure primaire, plusieurs dans cette liaison (Berninet al., [13]).
auteurs ont rapporté une analogie Comme nous l'avons indiqué par ailleurs,
structurale entre la chain@sde I'Hp et la 'Hp humaine présente trois phénotypes
famille des sérines protéases, groupe majeurs (Hp 1-1, Hp 2-1, et Hp 2-2) et les
d’enzymes protéolytiques incluant la principales fonctions biologiques de I'Hp
trypsine, la chymotrypsine, la thrombine, la (fixation de I'hémoglobine, activité anti-
plasmine, I'élastase et quelques facteurs du oxydante, inhibition de la synthese des
complément (Kuroskyet al., [5]., Arcaleo prostaglandines, effet angiogénique) ont été
et Greer [6]. Ainsi, les acides aminés en décrites comme variables en fonction du
position 57 (His) et 195 (Ser) nécessaires a phénotype considéré (Langlois et al. [8]).
lactivité des sérines protéases sont De méme, des conséquences cliniques
remplacés dans la chaifar une lysine et  décrits comme phénotypes dépendants ont
une alanine, respectivement (Kuroskyal., été rapportées en relation avec I'importance
[5] ; Arcaleo et Greer, [6]. de I'Hp dans le métabolisme du fer dans
certaines situations pathologiques incluant
Trois phénotypes majeurs de I'Hp ont été I'hémochromatose, le stress oxydant, les
identifiées par électrophorése sur gel maladies cardiovasculaires et les maladies
d’amidon et dénommés : Hp 1-1, Hp 2-1, et infectieuses (Tolasano et al. [14]). Des
Hp 2-2 (Smithies [2]). Les phénotypes d’'Hp hypothéses pour expliquer ces différences
présentent des différences sur le plan ont été avancées, en rapport avec d’'une part
structural en rapport avec dimportantes des différences d'affinités entre les
différences fonctionnelles (Bowmaet al., phénotypes d’'Hp et I'Hb et/ou des diffé-
[7]) ; Langloiset al., [8]). L'hétérogénéité  rences d'affinités des complexes Hp-Hb
des phénotypes d’Hp est due aux variations pour le récepteur CD 163, et d’autre part
au niveau des chaines alphal: (8.9 kDa) des différences entre le pouvoir antioxydant
eta2 (16 kDa). La chainel est unique au des phénotypes d’'Hp (Kristansest al.,
phénotype Hp 1-1 comme l'est la chaii& [15] ; Melamed-Franclet al.,[16]; Aslehet
pour le phénotype Hp 2-2. La chaipg40 al., [17]). Notre objectif a été de comparer
kDa) est quant a elle identique pour tous les l'interaction de ’hémoglobine avec chacun
phénotypes d’Hp et est porteuse de groupe- des trois phénotypes majeurs de I'hapto-
ments glucidiques variables (Ang et al. [9]). globine par deux approches complémen-
Ces derniers influencent la fixation de taires, l'une enzymatique a travers le
I’lhémoglobine ainsi que d’autres propriétés pouvoir peroxydasique du complexe Hp-
de I'Hp. En effet, des change-ments dans Hb, l'autre physique en microcalorimétrie.
leur structure ont été associés avec le
développement de nombreux états 2. Matériels et Méthodes
pathologigues incluant le cancer, des L'Hp a été purifiée a partir de plamas
maladies inflammatoires et maladies du foie phénotypés. L’hémoglobine utilisée a été
(Mannet al.,[10] ; Katnik et al. [11] ; Ang d’origine humaine $igma Chemical Co, St.
et al.,[9]). Louis, USA).

L’hémoglobine normale du sujet adulte est 2.1. Spécimens
également un tétramére composé de 2 sous-Les prélévements sanguins ont été réalisés

unitésa et de 2 sous-unit§s En solution, sur héparinate de lithium. Les prélévements
le tétrameére est en équilibre dynamique ont été immédiatement centrifugés aprés
avec les 2 dimeresup (Perutz [12]). recueils et les plasmas ont été séparés des
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culots de globules rouges. lls ont été a ceux de I'haptoglobine permettant de
ensuite immédiatement traités ou conserves conclure a I'absence de protéines contami-

a —20°C jusqu’a utilisation. nantes détectables par cette technique.
L’absence de dénaturation de [I'hapto-
2.2. Phénotypage de I'haptoglobine globine au cours de la purification été

Le phénotypage a été réalisé selon la appreciee grace a I'étude de son pouvoir
méthode de Raymond (Raymond [18]). Peroxydasique.

Brievement, aprés une préincubation des

spécimens avec un excés d’hémoglobine Apres  purification, la  concentration

humaine purifiée & partir d’'un hémolysat, Massique de chaque solution d'Hp a été
une électrophorése sur gel de polyacry- déterminée par une méthode immuno-
lamide (& 5%, a pH 8,4 et 2h de migration Néphélémetrique utilisant un automate
sous un voltage constant de 200 V) a Immage (Beckman-Coulter, Brea, CA,

ensuite été effectuée. Aprés la migration, USA) avec les réactifs du fabricant. Puis les

les bandes caractéristiques des phénotypesconcentrations massiques ainsi determinées
d’Hp ont été visualisées grace a leur ont été transformées en concentrations

pouvoir peroxydasique en placant les gels molaires en utilisant les masses molaires
dans une solution acétique d’ortho- déterminées par gel filtration au cours de
dianisidine pendant 2h. Aprés incubation, chaque séquence de purification comme
une solution d’HO, a 3% (v/v) préparée decrit par Gueye et al. [19]. Enfin, ces
extemporanément a été ajoutée’ ce qu| aconcentrations molaires ont été vérifiées en

provoqué I'apparition de bandes jaune brun utilisant les coefficients — d'extinction
dont le nombre et la position sont molaire déterminés par RademaCberal.,

caractéristiques des phénotypes d’Hp. [20]; c'est a dire 10,2 118 ; 13,3 x“10
L.M™ pour les phénotypes Hp 1-1 ; Hp 2-1;

2.3. Purification de I'haptoglobine et Hp 2-2 respectivement.

humaine

Pour chaque séquence de purification, 10 a 2.4. Détermination ~ des  constantes
15 mL de plasma hépariné provenant d’'un d’équilibre de dissociation grace au
prélévement sanguin réalisé chez un patient POUvoir peroxydasique du complexe Hp-
préalablement typé ont été utilisés. La Hb o S
purification de I'naptoglobine a été réalisée Des essais preliminaires ont eté realis
par FPLC selon la méthode décrite par Pour deéterminer la concentration d'Hgs
Gueye et al. [19]). minimale a utiliser dans la réaction Hp/H|®
suivie par la mesure du pouvoira-
Pour les différentes séquences de Peroxydasique du complexe en cinétiquel
purification réalisées, le rendement a été La concentration de 10 mol/lL a été -
voisin de 65% avec une pureté de l'ordre de identifite comme étant la concentration
98%. L'absence de protéines contaminantes OPtimale, quel que soit le phenotype,
a été vérifiée & partir de deux gels sur Permettant de suivre en cinétique a pH 4,0
lesquels ont été déposés 6 échantillons la formation du complexe Hp-Hb en

d’haptoglobine purifiée. Aprés migration, Présence de concentrations variables en Hb,
'un des gels a été mis dans la solution Selon la méthode de Standing et Price

- .. . mAadifiAA ICtandinAa At Drica 211 1 'LUA A 1A
acétique de 1
de révéler le: (Hp] +[Hb] + Kd)—\/([Hp] + [Hb] +Kd)2 -4 [Hp][Hb]
gel a été co AA/min = AA/mIn Q)
max 2 x [Hp]

permettant de
protéine. L'examen visuel comparatif des 2 €L ue peruxyue uillyurogyerie d pr4,u.
gels n’a pas montré de spot supplémentaire
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Dans ces conditions, seul le pouvoir Ou : AA/min est la variation d’absorbance
peroxydasique de 'Hb complexée a 'Hp a par min mesurée pour une concentration
été mesuré (Connell et Smithies [22]), avec donnée en hémoglobindA/minmax est la
une variation d'absorbance liée a la variation d’absorbance par minute obtenue
formation du tétraguaiacol proportionnelle pour une concentration saturante en
a lactivité peroxydasique du complexe. hémoglobine. [Hp] désigne la concentration
Pour chaque phénotype considéré, 12 en haptoglobine et [Hb] désigne la
dilutions d'une solution d’hémoglobine concentration en hémoglobine.
avec des concentrations comprises entre 0,7
et 62 umol/L ont été testées et pour chaque 2.5. Calorimétrie par titration isotherme
concentration d’hémoglobine, 4 mesures (ITC)
ont été réalisées indépendamment les unesNous avons mis en ceuvre cette technique
des autres. en utilisant un microcalorimétre a
compensation thermique (modele VP-ITC
L’haptoglobine et I'hémoglobine ont été de Microcal Inc., Northampton, MA, USA).
diluées dans un tampon Tris-HCI 50 Les investigations calorimétriques de la
mmol/L, pH 7,5. 100 puL d'une solution réaction entre ’lhémoglobine et chacun des
d’'Hp (2 umol/L) ont été additionnés a 100 trois phénotypes d’'Hp ont été réalisées a
ML d’'une solution d’hémoglobine humaine 25°C dans un tampon Tris-HCI 50 mmol/L,
de concentration variable. Aprés 10 minutes pH 7,5, contenant de 100 mmol/L NacCl).
d’'incubation a température ambiante, 100 1,4 ml de solution tamponnée d’hapto-
ML du mélange ont été transférés dans uneglobine (1 pmol/L) ont été placés dans la
cuvette thermostatée a 37°C contenant 1 cellule de mesure alors que la cellule
mL d’une solution de guaiacol (0,3 mol/L) référence a été remplie par du tampon seul.
dans un tampon acétate (0,175 mmol/L), L’'hnémoglobine dissoute dans le méme
pH 4,0. Apres 10 min dincubation, la tampon a été placée dans la seringue
réaction a été initiée par addition de 100 uL motorisée du systeme. Aprés que le systeme
d'une solution de peroxyde d’hydrogéne ait atteint son équilibre thermique (10-20
0,12% (w/v) fraichement préparée, et la min) et enregistrement pendant 3-5 min de
variation d’absorbancAA/min a été suivie la ligne de base, la solution d’hémoglobine
en continue a 470 nm pendant 5 minutes a été injectée sous forme d’incréments
avec un spectrophotométre Uvikon 922 successifs de 3 ul dans la solution
(Kontron Inst, Montigny le Bretonneux, d’haptoglobine. Une agitation continue du
France). Les données obtenues ont été milieu réactionnel a été maintenue a vitesse
analysées par régression non-linéaire en vueconstante durant toute I'expérience. Le
de la détermination de la meilleure contréle du systtme de mesure, I'acqui-
estimation de la constante apparente sition et I'analyse des données ont été
d’équilibre de dissociation ( en utilisant réalisés avec les logiciels VP viewer® et
I'équation Q). Cette equation, Origin® fournis par le fabriquant du
classiqguement utilisée dans I'étude des microcalorimeétre.
interactions réversibles protéine-protéine
(Easson et Stedman [23]; Straus et 3. Résultats

Goldstein [24]; Bieth, [25]), a été appliquée 3 1. Constantes d'équilibre de dissociation

a notre systeme expérimental sous la forme gpparentes par la méthode enzymatique
suivante :

a7



Journal des Sciences et Technologies 2009 Vol 28pp. 44-54

La formation des complexes Hp-Hb a été permis de constater que l'interaction était
guantifiee par leur activité peroxydasique exothermique. L’allure des courbes de
pour chacun des trois phénotypes d’Hp en titration de I'Hp par I'hémoglobine a

présence de concentrations croissantesmontré que les données obtenues ne
d’hémoglobine. Les résultats obtenus sont permettaient pas une détermination des
représentés sur la Figure 1. constantes d’équilibre de dissociation

Artivité percydasique (AAMINY

T T T T T T T T T T
-] 10 -] an 1] 50 EQ 1

Hb (pmalil)

Figure 1 : Activité peroxydasique des complexes Hp-Hb. Hp(@1Hp 2-1 (V) Hp 2-2 ).
Chaque phénotype d’Hp a la concentration dér6l/L a été incubé avec des concentrations craissatiHb.
Les variations d’absorbance ont été suivies a 47@endant 5 min aprés addition de 100 pL
de peroxyde d’hydrogéene 0,12% (w/v). Chaque p@ptdsente la moyenne de 4 mesures réalisées
indépendamment. Les courbes représentées ontrétéegs avec I'équation 6
et les meilleures estimations dg. K

La meilleure estimation de la constante (Figure 2). En effet, les courbes de titration
d’équilibre de dissociation @ du de [I'haptoglobine par [I'hémoglobine
complexe formé entre chaque phénotype traduisaient une  fixation  "pseudo-
d’haptoglobine et I'hémoglobine a été irréversible” de I'Hb par I'Hp dans nos
déterminée par régression non-linéaire a conditions expérimentales. Par conséquent,
partir des données expérimentales repré-il était impossible de déterminer des
sentées dans la figure 1 en utilisant constantes d’équilibre de dissociation dans
'équation (1). Les valeurs sont présentées ces conditions. Des résultats fiables n’ont
au tableau I. Les résultats ont montré que pas pu étre obtenus, malgré des tentatives
les affinités des phénotype Hp 1-1 et Hp 2- d’optimisation des conditions de réalisation
1 sont statistiquement significativement des mesures (diminution des concentrations
supérieures a celle du phénotype Hp 2-2. des protéines et des volumes injectés). La
Tableau | : Constantes d’équilibre de dissociation seule information qui a pu étre déduite des

apparentes des complexes formés entre les  aynariences réalisées a été que la constante
phenotypes d'haptoglobine et fhémoglobine d'équilibre de dissociation était au moins
Type de complexe Constantes de inférieure & 1§ mol.L™". Les quantités de
dissociation Kd (mol/L) chaleur totale obtenues dans nos conditions
Hb-Hp 1-1 2,5+0,5x 10 opératoires ont permis de calculer des
Hb-Hp 2-1 31+05x1D valeurs de variation d’enthalpieA) de

Hb-Hp 2-2 6,7+1,0x 10

l'ordre de -24, -29 et -48 kcal/mol pour le
phénotype Hp 1-1, Hp 2-1, et Hp 2-2,
respectivement. Ces données montrent que
la réaction entre I'hémoglobine et le
phénotype Hp 2-2 est significativement plus

3.3.2. Investigation en microcalorimétrie
Des essais préliminaires réalisés a pH 7,5
de linteraction de I'Hp avec I'Hb ont
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exothermique que celle entre 'hnémoglobine trois phénotypes d'Hp que nous avons

et les deux autres phénotypes (Figure 2). purifié a partir de plasmas humains. La
Tirme (min) Time (mir) _
005 -%0'(I)'ﬁo'%o'?'ﬁo'ﬁolfoliolﬁo'%o}?@%m -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 9010012030140 Time (min)
LI B B L L B L L B B B L L L B -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
(N R o i e e s B L B B L
0,00 0,0 4
0,04 u
g 005+ § 9]
g T o1 | § o1 1
3 S IS}
0,10 =
-0,2 u
011‘: T T T T T T T T
0 '—l—l—.' LB 0%7 l‘ o ‘I
. “g“ [} _ 0+ .F.ji.:':._. o4 .IJH. i
E -104 ““‘ E 57 % -104 ~
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Bl s £ o] ; ,
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§ § -354 l'... § 07 "s on - ]
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Molar ratio (Hb/Hp) Molar ratio (Hb/Hp) Molar rati(Hb/Hp)
a. Hp 1-1 b. Hp 2-1 c. Hp 2-2

Figure 2 : Courbes de titration des phénotypes d’haptoglopard’hémoglobine

L’haptoglobine (1 pmol/L) placée dans la cellulendesure a été titrée par addition de 3 pL d’'unetwso
d’hémoglobine (50 umol/L) placée dans la seringtecquisition des données, le contrble des instntsient été
réalisées avec le logiciel VP viewer® et I'analges données par le logiciel Origin®.

4. Discussion premiére approche a utilisé une méthode
Plusieurs approches ont été utilisées pour enzymatique (permettant de travailler avec
suivre linteraction Hp/Hb, qui s’avere de faibles concentrations) basée sur le
relativement difficile a étudier du fait de pouvoir peroxydasique du complexe Hp-Hb
I'affinité élevée de [I'haptoglobine pour a pH 4,0. Le traitement des données
’hémoglobine (Bowman et Kurosky, [7] ; expérimentales relatives a la variation du
Langlois et Delanghe, [8] ; Asleh [17]). Ces pouvoir peroxydasique du complexe Hp-Hb
approches incluent des techniques de nous a permis de déterminer des constantes
"quenching" de fluorescence, d'électro- d’équilibre de dissociation apparentes de
phorése, de calorimétrie, par titration et de 2,5+ 0,5, 3,0 9,5 et 6,7 + 1,0.16mol.L?,
résonance plasmonique de surface (Nagel pour Hpl-1, Hp 2-1, et Hp 2-2,
al., [26] ; Adams et Weiss, [27] ; Lavialkt respectivement. Ces résultats montrent que
al., [28] ; Arcoleo et Greer, [6] ; Okazakt le phénotype Hp 2-2a une affinité
al. [29] ; Aslehet al.[30]). Les résultats des  significativement  plus  faible  pour
parametres de l'interaction obtenus a partir ’'hémoglobine que les phénotypes Hp 1-1
de ces différentes méthodes ne sont pas tréeset Hp 2-1. Les constantes d’équilibre de
précis du fait de la forte affinité entre les dissociation ont été déterminées a partir des
deux protéines (Asleét al.,[30].). résultats  d'interactions  haptoglobine/
hémoglobine réalisées a pH acide pour ne
L'interaction de [I'haptoglobine avec mesurer que le pouvoir peroxydasique lié a
’hémoglobine a été étudiée au cours de ce la formation de complexes Hp-Hb et éviter
travail par deux approches pour chacun des toute interférence par I'hémoglobine non
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lie. Cependant, ce pH n’est pas compatible étre abaissée ce qui expliquerait les
avec un eétat physiologique. Ainsi, les différences entre les valeurs déterminées et
constantes d’équilibre de dissociation déter- celles de la littérature (Adams et Weiss
minées a pH 4,0 ne peuvent correspondre a[27]). Ces différences nous ont amené a
des constantes d’équilibre gouvernant vouloir confirmer nos résultats obtenus a
linteraction des deux protéinem Vvivo. pH 4,0 par une autre approche que celle
Néanmoins, elles peuvent étre utilisées pour basée sur le pouvoir peroxydasique du
comparer laffinité des trois phénotypes complexe Hp-Hb. C’est pourquoi, nous
d’'Hp pour I'hémoglobinein vitro. Les nous sommes intéressés a l'étude de
valeurs des constantes déquilibre de linteraction haptoglobine/hémoglobine a
dissociation apparentes que nous avons pH 4,0 en calorimétrie. Les essais réalisés
déterminées correspondent a des affinités n'ont pas été concluants car I’'hnémoglobine
plus faibles que celles décrites dans la a ce pH a été dénaturée (Cassatt et
littérature ou I'on trouve des valeurs allant Steinhardti, [33] ; Sasazuki et al. [34]).
de 10 a 10 mol.L?, estimées ou Cette dénaturation a été caractérisée par un
déterminées dans des conditions opératoireschangement de coloration de la solution de
différentes et avec des méthodes diffé- titrage et I'absence de pics lors de son
rentes, donc difficilement comparables. A injection a la solution d’Hp. La discordance
titre d’exemple, Hwang et Greer ont étudié entre lI'absence de signal en microcalo-
la réaction de fixation de I'Hp avec des rimétrie et les résultats que nous avons
chaines alpha d’Hb par "quenching" de obtenus par la mesure de [lactivité
fluorescence. Ills ont déterminé des peroxydasique, peut étre liés aux conditions
constantes d’équilibre de dissociation de expérimentales utilisées. En effet, lors de
0,6.10° mol.L?, et partant de 1, ont estimé I'étude du pouvoir peroxydasique des
gue la constante d’équilibre de dissociation complexes Hp-Hb, I'hémoglobine a été
du complexe Hp-Hb devrait étre de l'ordre incubée en présence d’'Hp a pH 7,5, avant
10*° mol.L* & pH 7,4 (Hwang et Greer que 100 pL de mélange ne soient transférés
[31]). Ces mémes auteurs avaient dans 1 mL de tampon acétate pH 4,0 pour
auparavant montré que les valeurs des la mesure de I'activité peroxydasique. Or il
constantes d’équilibre de dissociation de la a été rapporté que la fixation de I'Hb a I'Hp
réaction des chaines alpha de I'Hb avec prévient la dénaturation de I'Hb a pH acide
'Hp variaient en fonction du pH d'un (Adams et Weiss [27] ; Sasazukt al.,
facteur de 100 avec un minimum de [34]). En microcalorimétrie, il est indispen-
0,16.10°a pH 6 et un maximum de 0,16.10 sable que les tampons utilisés pour la
* & pH 9,5 en suivant la réaction de fixation solution titrante et la solution titrée soient
d’'une chainex de 'hémoglobine avec 'Hp  identiques, mais un pH de 4,0 n'est pas
par une méthode de "quenching” de compatible avec la conservation des
fluorescence (Hwang et Greer [32]). propriétés biologiques de 'hémoglobine.
D’autres auteurs, grace a une méthode del’étude de linteraction de I'hémoglobine
résonance plasmonique de surface (SPR)avec I'haptoglobine en microcalorimétrie a
utilisant comme appareillage le Biacore®, pH 7,5 nous a montré que la formation du
ont trouvé des constantes de dissociation decomplexe Hp-Hb était exothermique
I'ordre 10 mol.L* (Aslehet al., [30]). I comme précédemment rapporté par Adams
découle de ce qui précede que les et Weiss (Adams et Weiss [27]).
constantes de dissociation disponibles sont Cependant, le traitement des données issues
des constantes de dissociation apparentes ;de ces expériences n'‘a pas permis de
elles dépendent des conditions opératoires déterminer des valeurs de constantes
utilisées et ne peuvent en aucun cas étred’équilibre de dissociation avec uné—_s
comparées. Dans nos conditions (pH acide), précision suffisante afin de les comparaﬁc
I'affinité entre les deux protéines pourrait avec celles trouvées par la méthode utlllsadqt

,_5
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l'activité peroxydasique du complexe Hp-
Hb. En effet, la courbe de titration
calorimétrique de [I'haptoglobine par
’hémoglobine a pH 7.5 suggére une 5. Conclusion

association pseudo-irréversible entre les Nous avons étudié [linteraction de

deux partenaires, ce qui est incompatible 'hémoglobine avec chacun des trois

avec une détermination fiable des phénotypes majeurs de I'haptoglobine par
constantes de dissociation. D’autres essais deux approches. La premiére a consisté a la
complémentaires, utilisant  différentes détermination des constantes d’équilibre de
conditions opératoires portant sur les dissociation grace a l'utilisation du pouvoir

concentrations d’Hb, d’'Hp et les volumes peroxydasique a pH 4,0 du complexe

d’injections, ne nous ont pas permis de formé. Les constantes de dissociation
réaliser la saturation de I'Hp de maniere obtenues a ce pH (certes non compatible
progressive. L'aspect de ces courbes de avec des conditions physiologiques), nous
titration nous suggere cependant que les ont permis de comparer les affinités de

constantes de dissociation sont au moins 'hémoglobine avec chaque phénotype

des parametres d’interactions moléculaires
(Zuber [37]).

inférieures & 1® mol.L* & pH 7,5. Aprés
avoir identifié¢ des conditions d’'analyses
optimales, nous avons pu déterminer la
variation de quantité de chaleur au cours de
la formation du complexe Hp-Hb pour
chaque phénotype d'Hp. La variation
d’enthalpie AH) constitue un parameétre
thermodynamique de la réaction. En effet,
pour des interactions correspondant a de
fortes affinitts comme celle de la réaction
Hp-Hb, la valeur de AH peut étre
directement mesurée comme la valeur
plafond du profil de variation de quantité de
chaleur échangée (Wiseman et al. [35];
Jelesarowet al.,[36]). Dans nos conditions,
des variations d’enthalpie\d) de -24, -29

et -48 kcal/mol ont été déterminées a 25°C
pour les phénotypes Hp 1-1, Hp 2-1, et Hp
2-2, respectivement. D’autres auteurs ont

d’'Hp. A ce pH, les phénotypes Hp 1-1 et
Hp 2-1 se sont révélés capables de fixer
I’lhémoglobine avec une affinité
significativement plus élevée que le
phénotype Hp 2-2. La deuxieme approche a
utilisé la titration en microcalorimétrie a pH
neutre. Les résultas obtenus par cette
méthode confirment que les constantes
d’équilibre de dissociation de la réaction
sont au moins supérieures a%10.mol ™.
Cette technique nous a également permis de
déterminer les variations de quantité
globale de chaleur dégagée lors de
l'interaction de I'hémoglobine avec chacun
des trois phénotypes d’haptoglobine. Les
résultats obtenus nous indiquent que la
variation d’enthalpie est significativement
plus importante lors de la formation du
complexe Hb-Hp 2-2 que lors de la

rapporté des constantes de dissociation deformation des complexes Hb-Hp 2-1 et Hb-

I'ordre de 10° mol.L* (Aslehet al., [30])
sans indiquer de valeur de\H de
linteraction Hp-Hb, valeurs en principe
accessibles par la technique utilisée
(résonance plasmonique de surface). De
telles valeurs auraient pu nous permettre de
les comparer avec celles que nous avons
déterminées, méme si les valeurs Ald
issues des techniques différentes doivent

Hp1-1.
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