
Nouveaux mécanismes de dysfonction endothéliale dans 
la phase précoce de l'hémolyse intravasculaire 
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Hémolyse intravasculaire (HI) et dysfonction endothéliale  

(Nader Front Immunol 2020)

2

Mécanismes impliqués dans dysfonction endothéliale au cours de l’HI 

• ↗ Hémoglobine (Hb) « libre » : > 0,1 g/L

• Libération de l’Hème libre après oxydation

• Héréditaire ou acquise : Hémolyse post transfusionnel 

retardé (HPTR)
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• Phase précoce 

• Lyse de 10% de globules rouges (GR) (Ht 25%) à Hémolysat total reconstitué en sérum compatible (Hb libre 

450 µM, débris érythrocytaires, PAS d’Heme,)

Modèle fluidique reproduisant l’hémolyse intravasculaire

Préconditionement des HUVEC Tests fonctionel

Hémolysat total

1 dyn/cm2 1 dyn/cm2

4H 10 min

• Morphologie : réseau d’actine
• Marqueurs d’activation : ICAM-1, VCAM-1

• Formation des thrombi plaquettaires
• Adhérence des GR

Modèle fluidique reproduisant l’hémolyse intravasculaire

Sang total

1 dyn/cm2

10 min

Culture des cellules endothéliales 
(HUVEC) en flux en flux

Milieu de culture
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• Reproduction d’un phénotype pro-inflammatoire et 
prothrombotique des HUVEC en condition d’HI

Lésions endothéliales induites par l’hémolyse intravasculaire 

4• Activation du NFkB

***
*

*** *
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Sérum

Hémolysat contenant
Hb libre 450µM

Hb purifié 450µM
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Impact des composants d’hémolysat sur la dysfonction endothéliale 

Hémolysat total

Centrifugation 14000g :
Sans débris 
érythrocytaires

Centrifugation 100000g:
Sans débris 
érythrocytaires ni MP

PECAM-1-FITC
ICAM-1-PE

• Elimination de débris membranaires réduit effets délétères

• Elimination de MP : pas d’amélioration supplémentaire

à Rôle majeur des débris érythrocytaires  

• Hémolysat total > Hb libre seul

*** *20
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Ø Hypothèse 1: Rôle de l’Hb chargé sur la surface des 

débris érythrocytaires dans leur effets délétères?
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Hémolysat total

Ghost
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Hémolysat total vs ghost
Débris érythrocytaires sans (réduit) Hb à la surface : Ghost (GR vidé en Hb)
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à Hb chargé sur les particules 

érythrocytaire :  pas d’impact sur 

les effets délétères

Réduction 10 fois de charge en Hb sur les particules 
érythrocytaires  

Mesure de l’Hb
(Spectrophotométrie)

Détection de l’Hb sur la surface des particules (FACS) Impact sur l’activation endothéliale

7

Suspension ghost (sérum)

Hémolysat
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Hémolysat total Hémolysat 14000 g Hémolysat 100 000g Hb purifié

Impact des particules érythrocytaires sur l’activation des cellules endothéliales 

8Suspension ghost
20 µm

Hypothèse 2 : GPA aurait faciliter l’endocytose de Hb à Activation des HUVEC ? 

Ø Hb intracellulaire était similaire dans toutes conditions contenant Hb libre

Ø Hb et GPA intracellulaire : Pas d’impact sur l’activation endothéliale
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Conclusions

9

• Phase précoce de l’HI (Absence de l’hème) : Reproduction des lésions endothéliales via 

NFkB par le modèle fluidique

• Hb libre : 

ü Activation endothéliale modéré < hémolysat total

ü Endocytose (+), similaire dans toutes conditions d’hémolysat

• Rôle majeur de débris érythrocytaires (particules de grand taille)
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1, Activation de la voie alterne du complément dans le sérum autologue par les 

particules PS(+) (Wang et al JCI 1993)

Merle NS et al, JCI insight 2018

Et perspectives…

Autre hypothèses :

2, Activation et dépôt du complément sur les cellules endothéliale (amplifié par Hb)

10
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