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BASE THEORIQUE

Le globule rouge (encore appelé hématie ou érythrocyte) fait partie des éléments figurés du sang. Le globule
rouge mature, chez les mammiferes, est dépourvu de noyau. Son cytoplasme est riche en hémoglobine ; ce
qui détermine majoritairement la viscosité interne de la cellule. Le globule rouge assure le transport des gaz
respiratoires dont le dioxygene (O,) et le dioxyde de carbone (CO,). Par le passé, le globule rouge a été
considéré, a tort, comme un simple sac a hémoglobine mais depuis plusieurs décennies on s’apercoit que les
fonctions hémodynamiques de cette cellule sont impressionnantes de part ses propriétés biophysiques mais
aussi enzymatiques/métaboliques. Il est bon de rappeler qu’environ 80% de la chute de la pression sanguine
quand on passe du compartiment artériel vers le compartiment veineux se déroule dans la microcirculation.
Bien sir les artérioles jouent un role extrémement important puisque, de part le fait qu’elles sont riches en
muscle lisse, elles peuvent moduler leur diametre. Mais trop souvent est oubliée une propriété fondamentale
du globule rouge : son extréme souplesse. En effet, afin de pouvoir pénétrer les plus fins capillaires, le
globule rouge va devoir se déformer. Grace a son exces de surface (si on prend une sphere de méme volume
que le globule rouge, on s’apercoit que le globule rouge a un exces de surface), le globule rouge peut se plier
en forme de parachute. Ceci est fondamental pour pénétrer des vaisseaux de 4-5 um de diamétre avec une
cellule dont le diametre se situe a 7-8 um. Chez le rat, il a ét¢é montré qu’une baisse de 15% de la
deformabilité des globules rouges augmentait les résistances vasculaires au niveau périphérique de I’ordre
de 75%, et ce, malgré le fait que la réserve vasomotrice soit intacte.

PRE-REQUIS
La déformabilité des globules rouges dépend principalement de trois facteurs :
- D’élasticité membranaire qui est influencée par la composition lipidique de la membrane et 1’intégrité
(protéique) du cytosquelette.
- la viscosité interne de la cellule, dont la concentration et le type d’hémoglobine (hémoglobine mutée,
hémoglobine glycosylée, ect) sont des facteurs majeurs.
- le volume globulaire moyen qui va modifier le rapport optimal surface/volume.

Ces trois facteurs, et donc la déformabilit¢ des globules rouges, peuvent étre réduits dans diverses
pathologies, mais aussi étre a D'origine de diverses complications (facteur important dans les
rétinopathies diabétiques, etc.).



Enfin, de part la fonction importante du globule rouge en terme de perfusion adéquate des tissues, la
déformabilité des globules rouges semblent jouer un réle important dans les réponses a ’effort (1, 2). Il est a
noter, que cette déformabilité¢ des globules rouges est modifi¢ par 1’exercice physique et le sens de la
modification (réduction ou amélioration) est population-dépendante.

PRINCIPE
Il existe plusieurs techniques pour évaluer 1¢ déformabilité des globules rouges (3) :

Techniques de filtration par micropipette : il s’agit d’aspirer les cellules une par une, et I’une apres
I’autre, avec une pression donnée (et on mesurer le temps de transit), ou en augmentant la pression
de maniere croissante, etc. Il existe plusieurs modalités d’utilisation de cette technique et divers
indices (élasticité membranaire, viscosité interne, etc.) peuvent étre calculés. Bien que cette
technique permette de bien caractériser les caractéristiques des globules rouges, elle est tres
consommatrice de temps et peu appropri€e en clinique. Elle est de plus en plus rarement utilisée.
Techniques de filtration sur filtre micropore : il s’agit de faire passer une suspension de globules
rouges a une pression donnée (et on mesure encore une fois le temps de transit) sur des filtres
micropores de petit diametre. Cette technique a été trés utilisée mais son inconvénient majeur est que
la présence des globules blancs, de diametre supérieur aux rouges, peut obstruer les micropore et
biaisé la mesure.

Pince optiques : sans rentrer trop dans le détail, il s’agit de coller deux billes de silice sur la
membrane du globule rouge, en positions diamétralement opposées. Le globule rouge est alors
déformé sous l'effet de 1'application sur les billes, par pinces optiques, de deux forces opposées. On
mesure surtout les propriétés d’¢lasticité, liées a la membrane, du globule rouge. Cette technique est
importante en hémorhéologie fondamentale mais peu usitée en clinique car trés consommatrice de
temps et pas assez répandue pour faire des normes cliniques/physiologiques.
Ecktacytométrie/diffraction laser : c’est la technique la plus répandue et la plus facile a utiliser, que
ce soit dans un contexte physiologique, physiopathologique ou fondamental. Une quantité faible de
sang total est mélangé a un tampon tres visqueux (du Dextran ou du PolyVinylPyrrollidone), dont la
valeur de viscosité a été controlée. Aprés homogénisation, la suspension est glissée dans le systéme
de cisaillement (systétme couette ou plateau-plateau selon les modeles). La suspension est alors
cisaillée a des contraintes de cisaillement croissante afin de déformer de plus en plus les globules
rouges, et a 37°C. La déformabilité des globules, ainsi obtenue, est mesurée par le traitement de
I’image de la diffraction d’un faisceau laser, captée par une camera.

OBIJECTIF

Pour I’ecktacytométrie, on évalue la déformabilit¢ des globules rouges pour différentes contraintes de
cisaillement, mimant ce qui peut se passer dans divers territoires vasculaires.

En faisant varier I’osmolalité, on peut étudier les anomalies héréditaires de la membrane du globule rouge.
Enfin, des test de fragilité et de fragmentation membranaire sont possibles.

MATERIEL REQUIS

Tubes de sang (EDTA ou héparine)

Pipettes et embouts

Gants

Ecktacytomeétre

Dextran ou du PolyVinylPyrrollidone (si le tampon est réalisé soit méme, il faut un viscosimeétre et
des tampons assez classiques comme du PBS).

Eau distillée

ETAPES
Détaillées dans le paragraphe « principe »

Remarques : en fonction des populations étudiées, vous pourrez décider de ré-oxygéner I’échantillon avant
de commencer les mesures.



INTERPRETATION DES RESULTATS/ANALYSE

Vous observerez une augmentation de la déformabilité érythrocytaire avec 1’augmentation de la contrainte
de cisaillement. Vous pourrez comparer vos résultats avec les standards cliniques ou par rapport a une
population contrdle. Les valeurs obtenues a faible contrainte de cisaillement renseignent sur 1’état de la
membrane alors que les valeurs obtenues a cisaillement élevé sont influencées par la viscosité interne des
cellules.
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