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En 1975, Kéhler et Milstein (Kéhler et col, 1975) ont décrit la technique
d’hybridation de cellules somatiques qui a permis d'établir des cultures
continues de cellules productrices d'anticorps. Grace a cette technique des
immunoglobulines homogeénes et spécifiques, appelées anticorps monoclonaux,
sont obtenues en grande quantité et pour un temps indéfini. Cette technique a
été rapidement appliquée pour produire des anticorps monoclonaux utilisés
comme réactifs de laboratoire en raison de leur qualité, reproductibilité et
spécificité (Rouger et col, 1997). Ces anticorps ont également des applications
cliniques (Yelton et col, 1981 ; Shepard et col, 1991 ; Chapoval et col, 1995).

Parmi les différentes spécificités des anticorps monoclonaux, on y trouve
celles des antigénes correspondant aux différents groupes sanguins. Ces
anticorps produisent I'agglutination des globules rouges qui possédent a leur

surface membranaire des antigénes spécifiques.

Les mécanismes d’interaction conduisant a [I'adhésion cellulaire
présentent un intérét fondamental pour les sciences biologiques et médicales.
L’adhésion cellule-cellule est un phénomeéne physico-chimique essentiel pour la
« vie sociale » de la cellule, gu'elle soit normale ou pathologique. Ce
phénoméne se produit dans un grand nombre d’événements biologiques tels
que la fécondation, la morphogenése, la prolifération, la métastase et la

thrombogenése. Méme s'il s’agit d’'une question scientifique a I'étude depuis de

21

)



nombreuses années, les travaux se sont révélés difficiles a cause du manque
de modéles appropries et des difficultés méthodologiques inhérentes aux
techniques d’expérimentation. La plus grande difficulté se situe au niveau de
I'obtention de résultats quantitatifs.

Derniérement, des efforts considérables ont été realisés dans le
développement de methodes expérimentales conduisant a des résultats
guantitatifs de I'adhésion cellulaire (Sung et col, 1985 ; Tha et col, 1986; Snabre

et col, 1987; Tozeren et col, 1989b; Evans et col, 1991; Tees et col, 1993).

Etant donné que de nombreux récepteurs d’adhésion ont éte
caractérisés et produits en forme soluble, on pouvait considérer a premiére vue
que la détermination quantitative de la constante d'affinité et des paramétres
cinétiqgues d'association entre molécules solubles aménerait a une complete
comprehension des meécanismes d'adhésion de cellules qui portent ces
molécules (Azimzadeh et col, 1990). Pourtant, des études expérimentales plus
récentes font penser qu'il faut plus d’informations pour arriver a comprendre
'adhésion cellulaire. Ainsi, la régulation de lactivité de certains récepteurs
(Detmers et col, 1987; Hato et col, 1998), la redistribution latérale sur la
membrane (Yauch et col, 1997) ou I'association des protéines du cytosquelette
aux protéines concernées par l'adhésion (Ward et col, 1994), ont été
démontrées. La distance entre les membranes qui participent a I'adhésion est
également un parametre important, mais il est impossible de I'étudier sur les
molécules solubles. Par conséquent, un systéme expérimental ou les
interactions cellulaires sont analysées directement sur les cellules concernées

se révele trés approprié pour I'étude de I'adhésion intercellulaire.

]
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De nombreux travaux ont développé des techniques et établi des
modeéles physico-mathématiques pour quantifier les forces d'interaction
cellulaire a partir de l'analyse de la cinétique d'agrégation d’érythrocytes

humains induite par des macromolécules.

La facilité de disposer des erythrocytes et leur relative stabilité, ainsi que
la connaissance exhaustive sur leurs propriétés membranaires, a fait du globule
rouge un systeme modéle pour I'étude des mécanismes fondamentaux des
interactions cellulaires. L'agrégation normale des érythrocytes peut conduire a
des anomalies rhéologiques et a des troubles dans le flux sanguin. De tels
changements pathologiques sont importants du point de vue clinique dans
certaines pathologies hématologiques et cardio-vasculaires (Le Devehat et col,
1989, 1991; Sarno et col, 1989; Koéltringer et col, 1991; Chabanel et col, 1992;

Martinez et col, 1992).

L'agrégation des globules rouges est due a I'adsorption non-spécifique
de macromolécules-ponts (fibrinogéne ou dextran a haut poids moléculaire) sur
la surface de la membrane. Par contre I'agglutination des globules rouges
résulte de la liaison spécifique des antigénes de la membrane
(oligosaccharides) au point d'union des macromolécules multivalentes
(anticorps ou lectines). Une telle complémentarité moléculaire inclut des forces
non-covalentes agissant spécifiquement a courte distance et conduit a une

agglutination spécifique et relativement stable (Van Oss, 1997).

]
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L’objectif de ce travail est d'étudier les interactions cellule-cellule, par la
détermination de I'énergie de liaison intercellulaire en utilisant des techniques

rhéo-optiques.

Les agglutinats de globules rouges de groupe sanguin A, induits par un
anticorps monoclonal spécifique anti-A, sont utilisés comme modéle
expérimental du mécanisme de reconnaissance spécifique ligand-recepteur,
pour mesurer I'énergie échangée dans l'interaction cellulaire.

L'énergie de dissociation des agglutinats dans le systéme expérimental
sera quantifiée de maniére indirecte par I'étude de la dissociation des
agglutinats sous l'effet d'une contrainte de cisaillement. Deux techniques
différentes seront utilisées: un systeme de chambre de flux et un systéme de
type Couette (érythroagrégametre). Dans le premier cas, I'énergie d'adhésion
sera mesurée par la détermination du travail requis pour séparer une certaine
partie de la surface d'interaction d'un agglutinat de deux cellules (doublet)
soumis a une contrainte de cisaillement. Une telle mesure sera effectuée a
I'intérieur d'une chambre de flux parallele par enregistrement des images
microscopiques séquentielles avec une camera CCD. Dans ce systéeme les
déterminations sont réalisées directement sur le doublet, des mesures
individuelles sur I'agglutinat sont ainsi obtenues (niveau microscopique). Dans
le second cas, I'énergie de dissociation sera évaluée par la mesure du flux
lumineux rétrodiffusé par des particules en suspension (hématies et agglutinats)
soumises a une contrainte de cisaillement constante dans I'entrefer d'un
viscosimeétre transparent du type Couette. Les déterminations sont faites sur la
suspension d'agglutinats orientés de facon variable. Elles donnent une mesure

globale du phénoméne de dissociation cellulaire.



Le présent mémoire est constitué de quatre parties dont le contenu est

résume ci-dessous.

Dans une premiére partie, nous présenterons les principales
connaissances actuelles concernant le globule rouge, plus particulierement la
structure de la membrane érythrocytaire et ses fonctions. Nous décrirons
ensuite les antigénes de groupes sanguins, principalement ceux du groupe
ABO. Puis, apres avoir décrit les caractéristiques des immunoglobulines et la
production d'anticorps monoclonaux, nous exposerons le phénoméne
d’agglutination érythrocytaire. Finalement, nous examinerons les techniques

d’investigation des interactions cellulaires décrites dans la littérature.

Dans une seconde partie, nous détaillerons les matériels utilisés dans les
expéeriences (échantillons sanguins, anticorps monoclonaux et solutions). Nous
aborderons ensuite les méthodologies mises en ceuvre. Nous définirons tout
particulierement les deux techniques utilisées: d'une part pour mesurer
I'énergie de dissociation d'un doublet, et d'autre part pour déterminer le
paramétre d'énergie de dissociation sur une suspension d'agglutinats. Ces
travaux ont été menés sur des échantillons de différents sous-groupes sanguins

du groupe A.

La troisieme partie concerne les résultats et leur signification.

Enfin, nous conclurons ce travail par une synthése de nos résultats les

plus significatifs et présenterons les principales perspectives envisageables.
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RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

i LE SANG

Le sang est une suspension concentrée de cellules dans une solution
aqueuse complexe. Les cellules de difféerentes formes, déformabilités et
densités de charges électriques sont suspendues dans le plasma, milieu

contenant des espéces moléculaires diverses (Ratnoff, 1987).

Le plasma est une solution aqueuse contenant des électrolytes, des
molécules nutritives, des métabolites, des protéines, des vitamines, des
hormones et des éléments a I'état de traces. Son pH de 7,4 est maintenu
constant, principalement par le systéme tampon HCO3;/CO,. La viscosité
plasmatique est un déterminant majeur de la viscosité sanguine et dépend

directement de la concentration en protéines du plasma.

Les cellules sanguines sont divisées en trois familles majeures, les
globules blancs (ou leucocytes), les plaguettes (ou thrombocytes) et les
globules rouges (érythrocytes ou hématies). Elles circulent dans le réseau
vasculaire de fagon a assurer a chacun d’eux sa fonction essentielle. Ainsi, les
globules rouges garantissent le transport gazeux entre les tissus et les
poumons ('oxygéne vers les tissus et le dioxyde de carbone vers les poumons),
les globules blancs jouent un réle déterminant dans le systéeme immunitaire, et

les plaquettes participent au phénoméne de I'hémostase et de la coagulation
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mais interviennent également dans la réponse inflammatoire et dans la

protection de I'endothélium vasculaire.

La centrifugation d'un petit volume de sang dans un microtube permet la
lecture des volumes relatifs de plasma et de globules rouges, les autres cellules
formant une mince couche négligeable a la surface des globules rouges
(Corberand, 1998). Le volume des érythrocytes par rapport au volume sanguin
total définit 'hématocrite (H) sanguin, exprimé en pourcentage (%) ou en litre
par litre (I/l). Les valeurs normales chez 'homme adulte varient entre 36 et 50 %

(Perkins, 1999).

A. LES ERYTHROCYTES

Le globule rouge est une cellule anuclée en forme de disque biconcave
de diameétre moyen 7,65 um et d’épaisseur moyenne 1,92 um, dont la fonction
est de transporter I'oxygéne des alvéoles pulmonaires aux tissus et le gaz
carbonique des tissus aux alvéoles pulmonaires (figure 1). Il renferme un fluide
interne riche en hémoglobine, dont la viscosité dépend fortement de la
concentration en hémoglobine (de I'ordre de 8 mPa.s pour une concentration de
330 g/l en hémoglobine intracellulaire) (Bull et col, 1995). L'analyse du contenu
cellulaire révele la présence de molécules d’hémoglobine (25 %), d'eau (70 %),
de constituants minéraux et organiques a I'état ionisé (potassium, protéinates)

(5 %).
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7,65 um

2,84 um . Volume : 98 um®

/ Surface : 130 ym?

1,44 um

S

Figure 1: Géométrie d'une hématie humaine normale (d’aprés Fung et col,
1981).

La structure du globule rouge est simple. C'est une cellule dépourvue de
noyau et d'organites intracellulaires ; sa membrane est une membrane
biologique composée d’'une double couche de phospholipides stabilisée par du
cholestérol, dans laquelle s’intercalent des protéines ; elle posséde de

nombreuses propriétés, notamment antigéniques définissant les groupes
L]

sanguins érythrocytaires.

Le volume corpusculaire moyen de I'érythrocyte est de 98 uma pour une
surface d’environ 130 um?, dans les conditions normales de pression osmotique
(300 mOsm/l) (Fung et col, 1981). Il posséde donc un exces de surface
d'environ 40 % par rapport a une sphére de méme volume. Etant donné cet
exces de surface, I'érythrocyte est une sphére dégonflée, en forme de disque
biconcave. Cette forme particuliére a pour but de procurer a l'érythrocyte ses
propriétés mécaniques caractéristiques, c'est-a-dire sa résistance, qui s'oppose
aux forces de cisaillement dans les grands vaisseaux, et sa déformabilité

élastique, nécessaire au cheminement dans des capillaires.



Rappels bibliographiques

LA MEMBRANE ERYTRHOCYTAIRE

La membrane érythrocytaire est une membrane fluide. La composition
biochimique de la membrane représente en poids 40-55 % de protéines, 35-
45 % de lipides, et 10 % de carbohydrates (pour la plupart associés aux
protéines). Le modéle de structure généralement admis est celui de Singer et
Nicolson (Singer et col, 1972) : la membrane est constituée par une trame
lipidique en double feuillet d’'une épaisseur de 7 a 9 nm dans laquelle sont
insérées des protéines globulaires de taille variable. Les lipides constituent une
matrice fluide et dynamique dans laquelle les protéines globulaires flottent et se

déplacent pratiquement sans dépense d’'énergie (figure 2 ).

Bande 3
Ankyrine

Figure 2: Représentation schématique de la membrane et du squelette

érythrocytaire (d’aprés Stryer, 1997).

La stabilité de I'édifice moléculaire est compatible avec les principes
thermodynamiques puisque 'agencement des constituants dans la membrane

permet |'établissement d’interactions intermoléculaires de type hydrophile et
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hydrophobe. En effet, les groupements apolaires hydrophobes des lipides et
des protéines fuient la phase aqueuse alors que les parties polaires hydrophiles
de ces molécules sont en contact direct avec le milieu (Goudemand et col,

1980).

1. Les différentes parties de la membrane érythrocytaire

La membrane érythrocytaire comprend trois niveaux distincts (Delaunay,
1998) :
a) la bicouche lipidique avec des protéines enchassées dans celle-ci,
b) le réseau de protéines tapissant la surface interne de la bicouche, le
squelette membranaire ou squelette érythrocytaire,
c) les glucides et les protéines externes qui se projettent a une certaine

distance au-dela de la surface cellulaire (le glycocalyx).

La partie moyenne de la membrane érythrocytaire comprend donc la
bicouche lipidique. La protéine bande 3 (échangeur d’anion) et les
glycophorines sont les principales protéines transmembranaires. Elles sont
aussi attachées au cytosquelette.

Le squelette érythrocytaire tapisse la surface interne de la bicouche. Il
est plus développé que des structures homologues de nombreux autres types
cellulaires. Ceci est da au fait que la résistance et la déformabilité
érythrocytaires reposent essentiellement sur ce squelette.

Les glucides forment un film a la surface externe de la membrane. Ce
film est chargé de molécules d’eau retenues par des liaisons hydrogéne. Les

structures culminantes (hauteur: 10 nm) sont les chaines de poly-N-
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acétyllactosamine émanant de I'échangeur des anions et du transporteur de
glucose. A un niveau intermédiaire (5 nm), on trouve des tétrasaccharides ainsi
que des oligosaccharides plus grands et biantennés, respectivement liés aux
glycophorines. Ces glycanes sont riches en acide sialique, représenté chez
'homme principalement par l'acide N-acétylneuraminique. Enfin, au niveau
inférieur (1,8 nm), on rencontre les molécules de globoside, un glycolipide

neutre majeur de la membrane.

a) Les lipides

Le cholestérol et les phospholipides représentent 95 % des lipides
membranaire (Palek, 1995). Il existe quatre espéces principales de
phospholipides définies sur la base de leur téte polaire : phosphatidylcholines
(PCh), phosphatidyléethanolamines (PE), phosphatidylsérines (PS) et
sphingomyélines (SM). Les glycosphingolipides (GLS) représentent 5 % du
poids des lipides totaux. lls portent des antigénes appartenant au groupe
sanguin ABO, li et P. Une partie de GLS (a spécificité Lewis) provient du
plasma et est secondairement adsorbée a la surface de la membrane
érythrocytaire.

Les deux feuillets de la bicouche ont une composition différente. PCh et
SM prédominent dans la couche externe tandis que PE et PS, c’est-a-dire les
aminophospholipides, sont prévalents dans la monocouche interne. L’asymétrie
de la membrane lipidique, mise en évidence dans la membrane érythrocytaire,
est en fait une caractéristique générale des membranes biologiques.

Les molécules phospholipidiques subissent une rapide diffusion latérale

et un rotation libre des chaines d’acides gras autour de leur axe longitudinal
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mais une lente diffusion transversale (phénomeéne de flip-flop) (Kornberg et col,
1971). La lenteur du mécanisme aide a maintenir I'asymétrie des lipides. La
diffusion latérale explique la fluidité de la membrane, qui dépend en particulier
de la longueur et du degré de saturation des chaines aliphatiques. Elle dépend
également de la concentration en cholestérol, des interactions avec les
protéines transmembranaires, de la température et de la pression (Shechter,

1997).

b) Les protéines

La membrane du globule rouge comporte un grand nombre de
polypeptides. Certaines de ces protéines ont des fonctions biologiques
importantes : elles contrélent la morphologie de la cellule, les mécanismes de
transfert et les activités enzymatiques.

Ces protéines sont divisées en deux groupes :

- les protéines intrinséques ou intégrées qui pénetrent a l'intérieur de la
couche lipidique et sont plus intégrées au complexe membranaire. Elles
comprennent aussi les protéines transmembranaires.

- les protéines extrinseques qui sont situées a la face interne de la double
couche lipidique. Elles constituent le cytosquelette du globule (Lodish et col,
1997).

Les interactions entre les protéines de squelette membranaire et celles
insérées dans la double couche lipidigue ou méme avec les lipides déterminent

les propriétés meécaniques de stabilité et de deformabilité de la cellule.
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* Le squelette membranaire

Le squelette membranaire est un réseau fibrillaire qui tapisse la face
interne de la bicouche lipidique. Il est constitué essentiellement par trois
protéines : la spectrine, I'actine et la protéine 4.1.

La spectrine est la plus abondante des protéines de la membrane (30 %
des protéines totales). C'est un hétérodimere formé de deux chaines
polypeptidiques : chaine alpha de 240 kDa et chaine béta de 220 kDa. Ces
deux chaines enroulées 'une sur l'autre sont hautement flexibles et mesurent
environ 100 nm. Dans la membrane, deux hétérodimeéres sont joints par une de
leurs extrémités dites « téte » pour constituer le tétramere de spectrine, forme
physiologique de la protéine. La jonction entre les deux diméres est une
propriété fondamentale de la spectrine qui commande la stabilité du réseau
fibrillaire (cf. figure 2).

L’actine érythrocytaire (bande 5) est une variété de béta actine dont la
polymérisation est limitée. Elle est constituée de protofilaments courts de 33 nm
environ, assemblés a partir d’environ 12 sous-unités monomeres, stabilisés par
la tropomyosine. L’actine et la spectrine constituent le réseau filamenteux
protéique principal du squelette membranaire.

La protéine 4.1 est une phosphoprotéine globulaire composée de deux
sous-unités quasi identiques (4.1a et 4.1b) de 80 et 78 kDa, respectivement.
Cette protéine stabilise I'association spectrine-actine et représente un premier
point d'attache du squelette membranaire sur la face interne de la membrane
par interaction avec la glycophorine C. Elle a un rble dans la stabilité du

squelette et a travers celle-ci dans la déformabilité membranaire.
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Le squelette membranaire présente aussi des protéines accessoires
telles que I'adducine, la dématine (protéine 4.9), la myosine, la tropomyosine et
la tropomoduline. Elles participent a la régulation et la stabilité des trois
principales protéines du squelette.

L'ankyrine (protéine 2.1), la protéine 4.2 et la protéine p55 sont
impliquees dans la liaison du squelette membranaire aux composants

transmembranaires.

= Les protéines intrinséques

Ces protéines sont fortement ancrées dans la bicouche lipidique. Il s’agit
principalement de la protéine bande 3 et des glycophorines. Elles peuvent avoir
un réle de transduction de signaux a travers la bicouche lipidique et constituer
des canaux hydrophiles pour des mécanismes de transport (Salmon et col,
1991).

La bande 3 ou échangeur d’anions est une protéine transmembranaire
de 90 kDa qui représente 25 % environ de la masse totale des protéines
érythrocytaires. Elle est constituée de trois domaines: le domaine
cytoplasmique, le domaine transmembranaire et un petit domaine carboxy-
terminal. Elle est une glycoprotéine (56 a 8 % de glucides) comportant une
chaine N-glycanique portant les spécificités antigéniques ABH et li. Elle a une
fonction biologique trés importante, car elle assure le transport électroneutre
des anions (CI', HCOgy) a travers la membrane (Cartron, 1998). La région N-
terminale de la bande 3 représente un site de fixation de plusieurs protéines

extrinséques, telles que l'aldolasa, 'hémoglobine, la bande 6, la bande 4.2, la
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glycophorine A et l'ankyrine. 60 % des molécules de la bande 3 sont
immobilisées par leur liaison au squelette.

Les glycophorines (GP) sont de petites protéines transmembranaires
dont le segment externe est trés riche en glucides, en particulier de l'acide
sialique. Il y a quatre glycophorines : GPA a GPD (tableau I). Elles représentent
2 % du total des protéines, mais 60 % de la charge negative des érythrocytes
(acide sialique déprotoné). De ce fait, elles jouent un réle (principalement la
GPA) dans la charge de surface et donc dans les forces de répulsion entre
erythrocytes. Cette répulsion est indispensable a la survie des hématies car, en
son absence, les érythrocytes s’empileraient (formation de rouleaux) et
géneraient le flux circulatoire. La GPA interagit avec une partie de la bande 3 et

la GPC avec la protéine 4.1 (Delaunay, 1998).

Tableau | : Caractéristiques principales des glycophorines (d'aprés Delaunay, 1998).

R i
GPA 500 a 900 31 15 M, N, S
GPB 80 a 300 20 11
GPC 50 a 100 32 12 Gerbich
GPD 20 23 6

D’autres protéines telles que la protéine 7.2b (stomatotine), la protéine
CHIP28 (aquaporine), le transporteur de glucose et ATPase Ca**- dépendante

sont aussi ancrées a la membrane.

Un certain nombre de protéines est lié a la membrane mais ne présente
pas les séquences hydrophobes attendues des protéines qui traversent la
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bicouche lipidique. Ces protéines peuvent généralement étre libérées a partir
de la membrane sous l‘action d’'une phospholipase C. Elles sont liées a la
monocouche externe par des structures dancrage de type
glycosylphosphatidylinositol. Ces protéines sont dites ectoprotéines. Parmi
elles, on compte : la protéine DAF (decay-accelerating factor) qui porte les
antigénes du systéme Cromer, l'inhibiteur membranaire de la lyse (MIRL/CD59)
qui contréle la formation du complexe d’attaque membranaire et la protéine liant
le composant C8 ou facteur de restriction homologue (HRF), qu’inhibe

egalement la formation de ce complexe.

2. Role et fonction de la membrane érythrocytaire

Les fonctions attribuées a la membrane du globule rouge peuvent étre

systématiquement divisées en deux catégories : mécaniques et support.

a) Les fonctions mécaniques

* La déformabilité

La fonction d’'une cellule est étroitement liee a sa structure. Pour le
globule rouge, sa fonction essentielle est d’apporter aux tissus de I'organisme,
I'oxygene dont il s'est chargé lors de son transit pulmonaire. L'oxygénation des
tissus est donc conditionnée par I'écoulement des hématies dans les capillaires,
elles devront adapter leur forme a ces derniers et donc posséder une propriété

fondamentale : la déformabilité.
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Le degré de déformation d'une hématie dépend des forces extérieures
qui agissent sur la cellule, ainsi que de ses propriétés rhéologiques intrinseques
(Stoltz, 1986a). Parmi les premieres, on peut citer :

- la contrainte exercée par le fluide suspendant sur 'hématie. Elle est le
resultat de deux facteurs: la viscosité plasmatique et la vitesse de
cisaillement sur la membrane.

- L’hématocrite qui agit a deux niveaux, en favorisant I'alignement et en

provoquant une déformation par entassement.

En ce qui concerne la déformabilité intrinséque du globule rouge, celle-ci
est sous la dépendance de sa structure chimique et du réseau de protéines qui
se trouve a sa face interne. Mais parallélement aux parametres biochimiques, il
est possible d'individualiser trois grands parametres microrhéologiques : la
viscosité interne, le rapport surface/volume (forme), et les propriétés
viscoélastiques et moléculaires de la membrane. En fait, ces trois éléments
sont profondément imbriqués les uns aux autres et selon des modalités fort

complexes (Chien et col, 1978).

Viscosité interne

Elle dépend principalement de la concentration et de I'état physico-
chimique de ['hémoglobine (Boivin, 1987). En fait, en dehors de la
drépanocytose, de I'hémoglobinose C et des hémoglobines instables ou la
viscosité propre de la solution d’hémoglobine est modifiée, 'augmentation de la
concentration de I'hémoglobine dépend du rapport surface/volume et de la

fonction des systémes de transferts transmembranaires de I'eau et des ions ;
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ceux-ci sont eux-mémes soumis aux qualités des composants membranaires

et, au moins pour certains, au métabolisme énergétique du globule rouge.

Rapport surface/volume

L'accroissement de la surface a volume constant s’observe lors de
'accumulation du cholestérol, laquelle a des multiples conséquences
biochimiques sur les fonctions et la structure membranaire. La diminution du
volume a surface constante entraine la rétraction de la membrane et la
formation d’échinocytes. Elle traduit une déshydratation cellulaire qui
s’accompagne d'une augmentation de la concentration en hémoglobine, donc
de la viscosité interne. Inversement la présence d'une hémoglobine anormale
comme I'HbS polymérisée entraine une déshydratation cellulaire et des Iésions
membranaires.

L'augmentation du volume a surface constante entraine un gonflement
cellulaire et une sphérocytose préhémolytique. Elle est liee a une
hyperhydratation cellulaire.

La diminution de la surface a volume constant est due a la perte de
fragments de membrane qui peut étre soit la traduction d'une « lésion »
moléculaire primitive souvent congénitale de la membrane, soit la conséquence
de I'action de complexe anticorps-complément d'origine extracorpusculaire, soit
la conséquence du vieillissement de la cellule (Palek et col, 1983). Elle entraine
'augmentation de la concentration en hémoglobine, donc de la viscosité

interne.
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Propriétés intrinséques de la membrane

Elles dépendent de l'intégrité des constituants membranaires lipidiques
et protéiques, de leurs interactions moléculaires intrinseques et extrinseques
notamment avec les composants cytosoliques et de multiples mécanismes de
regulation parmi lesquels la glycolyse anaérobie et le métabolisme énergétique,
les processus de phosphorylation-déphosphorylation, la teneur en calcium, le
cycle du phosphatidyl inositol, les phénomeénes d'oxydation, les enzymes
protéolytiques, etc (Boivin, 1984).

Une des conséquences des propriétés microrhéologiques de I'hématie
est I'existence d'un perpétuel mouvement de rotation de la membrane autour de
I'hémoglobine. Ce mouvement permet la transmission des contraintes sur la
membrane, favorise les transferts, et participe de fagon active lors de I'adhésion

ou de I'agrégation des hématies.

= L’agrégation érythrocytaire

Le globule rouge posséde une autre propriété essentielle, 'agrégabilite.
C’est Anthony van Leeuwenhoek qui en 1702, décrivit pour la premiére fois
I'agrégation et la désagrégation des globules rouges du sang chez les tétards.

L'agrégation peut étre définie comme ['adhésion intercellulaire de
caractéristique réversible, tandis que I'agglutination est I'adhésion intercellulaire
de caractéristique irréversible. Entre les deux, on peut établir une différence
plus quantitative, en relation avec I'énergie dissipée pendant le processus
d’adhésion, celle-ci est plus grande dans l'agglutination. Ces concepts sont

schématisés dans la figure 3.
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Dans le schéma, les « amas » sont définis comme un ensemble des
hématies adhérées les unes aux autres, soient-ils agrégats ou agglutinats.
Généralement les agrégats, structures normales dans des sujets sains,
commencent leur formation a partir de rouleaux (empilement des disques
biconcaves) qui, a travers des liaisons latérales, deviennent un réseau plus ou
moins réticulé (Copley, 1986). L'agrégation des globules rouges peut donc
apparaitre physiologiquement. Selon Fahraeux (Fahraeux, 1929), la formation

de rouleaux peut en fait faciliter le flux sanguin.

[ Amas importants ]

FORMATION
D’AMAS { REVERSIBLE

(« clumping »)
~

| |
| |

AGREGATS AGGLUTINATS
(non-immunologique (non-immunologique
ou immunologique) ou immunologique)

REVERSIBLE IRREVERSIBLE
Eléments Eléments
figurés du sang figurés du sang

Figure 3 : Schéma de la production et caractérisation des amas

erythrocytaires (d’aprés Copley, 1986).

Par contre, les agglutinats adoptent des formes sphéroidales ou planes

plus au moins arrondies et de différentes tailles selon la puissance de la

4]
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réaction d'agglutination, lesquelles se maintiennent séparées les unes des

autres.

L'agrégation des hématies est un paramétre fondamental dans la
compréhension des propriétés rhéologiques du sang. Elle est contrélée par de
nombreux parametres (cisaillement local, propriétés physico-chimiques du
milieu de suspension, hématocrite, propriétés intrinseques des hématies).
L’excés d’agrégation (ou 'augmentation du seuil de désagrégation) conduit a la
formation d’agrégats pathologiques. D’'un point de vue théorique, I'agrégation
peut étre approchée comme un équilibre énergétique entre des forces

d’agrégation et des forces de répulsion (Mills et col, 1986).

Forces d’interactions entre globules rouges

= Forces attractives de Van der Waals (ou forces eélectrodynamiques
apolaires) : ce sont des interactions a courte portée (quelques nm) qui
résultent des moments dipolaires des molécules.

* Forces électrostatiques répulsives : le globule rouge porte une densité de
charge superficielle négative en raison de la présence d'acides sialiques
dans le revétement glycoprotéique extracellulaire. |l existe alors une
atmospheére diffuse de contre-ions au voisinage de la surface. L'ensemble
forme une double couche électrique diffuse qui posséde un certain potentiel
électrostatique (Donner et col, 1986).

* Forces stériques répulsives : en absence de macromolécules en solution, la
force répulsive est due a une couche dense de chaines insérées a la

surface du globule, sur le glycocalyx. L'arrangement spatial est donc un
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parametre important: deux globules proches se repoussent si
'encombrement stérique des molécules présentes, essentiellement la
glycophorine, ne permet pas un recouvrement des chaines (Snabre et col,
1986).

Force stérique attractive : en présence de macromolécules en solution, une
force supplémentaire est a prendre en considération : la force de pontage ou
de déplétion moléculaire.

Le modéle du pontage macromoléculaire suppose que les macromolécules
en solution s'adsorbent sur la surface des globules rouges en permettant la
formation de ponts entre membranes adjacentes (figure 4) (Chien et col,

1970).

Cellule Cellules agrégées

u‘i......_a\@)

Glycophorine A Bicouche lipidique  Dx adsorbé ,
Dx libre

Figure 4: Schéma simplifié du mécanisme d'agrégation érythrocytaire par

pontage macromoléculaire (d’aprés Baumler et col, 1989).

La présence d'une couche déplétée en macromolécule au voisinage de
la surface est prédite par le calcul du profil de concentration en polymére.

Ceci correspond a une augmentation de I'énergie libre de surface a
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I'interface glycocalyx-solution. Par conséquent, I'attraction des particules
minimise I'énergie libre totale de surface en diminuant la surface possible
d’'interaction avec les polymeres (Baumler et col, 1989). La zone

interparticulaire est vide de macromolécules (figure 5).

i%@c@

Cellule Cellules agrégées
kﬁ poio b i
Glycophorine A Bicouche lipidique

Figure 5: Modéle de la déplétion de I'agrégation érythrocytaire. Les
macromolécules ne sont pas adsorbées sur la membrane du globule rouge.
L'approche de deux cellules conduit a un recouvrement des zones de déplétion
et a I'attraction des cellules (d'apres Baumler et col, 1989).

La force d’attraction dépend du gradient de concentration en polymeére et de

la distance de séparation des globules.

L'énergie d’interaction totale est la somme de toutes les contributions,
plus une force de courbure de la membrane, car la membrane résiste au
changement de courbure (Skalak et col, 1990). L’état d’équilibre du systeme est
celui d'énergie minimale. L'énergie d'interaction est faible, et les forces

correspondantes sont de I'ordre du pN.
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Parametres macroscopiques influengant les forces d’interaction

Milieu plasmatique

Protéines plasmatiques. Le fibrinogéne, les immunoglobulines et I'albumine
(Donner et col, 1988a) jouent un réle essentiel dans l'agrégation des
globules rouges, mais le réle précis et le mécanisme d’'action (adsorption ou
déplétion) sont encore mal connus.

Environnement physico-chimique. Les différents paramétres agissant sur la
composition ionique du milieu et son osmolarité ont des effets sur l'intensité
des forces répulsives, le volume et la forme du globule rouge (Meiselman et
col, 1967 ; Maeda et col, 1985 ; Snabre et col, 1986 ; Chen et col, 1995). lIs
vont donc modifier I'agrégation.

Facteurs liés au globule rouge

Facteurs intrinseques. La surface de contact entre globules, ainsi que les
modules élastiques de courbure et de cisaillement, conditionnent la forme
adoptée par le globule rouge dans le rouleau. La flexibilité de la membrane
est essentielle puisqu’elle doit pouvoir adopter différents rayons de courbure
dans un rouleau (Skalak, 1984).

Le réle des facteurs cellulaires surfaciques apparait de plus en plus
essentiel dans les phénomeénes d’adhésion en général et en particulier dans
I'agrégation érythrocytaire.

Concentration cellulaire. L'hématocrite joue un role important sur
I'agregation érythrocytaire (Deng et col, 1994). La nature des interactions
présentes dans la suspension évolue avec la concentration cellulaire. Les
interactions protéines-globule rouge sont le facteur principal jusqu'a un

hématocrite de 45 % environ, valeur a partir de laquelle les interactions
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erythrocyte-érythrocyte deviennent progressivement plus importantes, puis
prépondérantes pour les hématocrites supérieurs a 80 %.
» Taux de cisaillement

Quand la suspension est soumise a une contrainte de flux telle que le
cisaillement, il faut tenir compte d'un terme supplémentaire dans le bilan des
forces physiques : les forces hydrodynamiques. |l existe un équilibre
dynamique entre la taille des agrégats et la contrainte appliquée, cette taille
diminuant quand le cisaillement augmente (Skalak et col, 1983).

Il est a noter que la vitesse de formation des agrégats, a bas cisaillement,
croit avec le cisaillement car I'élévation de la fréquence de collision accéléere
le processus d’'agrégation. Il existe un taux de cisaillement critique a partir
duquel les forces hydrodynamiques visqueuses dominent les forces
attractives de collision et entrainent une diminution de la vitesse de

formation des rouleaux en fonction du cisaillement.

L'énergie d’agglutination des globules rouges provient de la formation de
ponts macromoléculaires a la surface des érythrocytes (Eg). En ce qui concerne
les globules rouges au repos, la plupart de I'énergie de désagrégation résulte
de la répulsion électrostatique entre les surfaces cellulaires adjacentes
lorsqu'elles se trouvent trés rapprochées. Cette énergie répulsive
électrostatique (Eg) provient de charges électriques négatives, principalement
dues a la présence d’'acide sialique a la surface de 'hématie. En présence de

contraintes mécaniques (o), le travail effectué par le cisaillement mécanique

(Es) a tendance a désagréger les cellules. Pour ces raisons, I'énergie nette

46



Rappels bibliographiques

d'agrégation (Ea) a l'interface entre les cellules adjacentes dépend de I'équilibre
entre Eg contre Eg et Es (Chien et col, 1986).

Ces énergies sont mesurées, en principe, sous la forme du travail
demandé par unité de surface, a partir d’'un équilibre qui sépare les surfaces
cellulaires. Pour ces raisons, il parait convenable de considérer I'équilibre
energétique en termes d'énergies par unité de surface cellulaire. L'énergie
d’agrégation nette par unité de surface d'interaction cellulaire (en ergs/cm?)

peut étre exprimée comme :

Y= (En s El-: =, Es)
Ac

[1.1]
ou Ac représente la surface de l'interface entre les cellules agrégées.
Dans des conditions de repos, Es = 0 puisque ¢ = 0 et, I'énergie nette

d’agrégation par unité de surface est :

Yr,:(_} - (Ell = El{) [1 2]

A I'état d’équilibre, la majorité de I'énergie d'agrégation nette est stockée
dans la membrane du globule rouge comme changement dans I'énergie de
tension membranaire (Em), qui a son tour provoque une modification de la

forme des globules rouges dans les rouleaux (Skalak et col, 1990).

Dans des conditions non statiques, dans lesquelles on applique une
contrainte de cisaillement, par flux ou par déplacement, on peut exprimer
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I'équation thermodynamique [1.1] en d’'autres termes : I'énergie est remplacée

par le travail de dissociation, réalisé par des actions externes

W, —1.Aq =0 [1.3]

ou Wke est le travail réalisé par les actions externes.

b) La fonction support : les antigénes de membrane

Les globules rouges sont antigéniques ; ils possédent au niveau de leur
membrane une série de déterminants antigéniques parfaitement bien connus
actuellement sur le plan immunologique et biochimique, qui sont responsables
des groupes sanguins érythrocytaires. Les études en microscopie de
fluorescence, par autoradiographie ont montré I'ordonnancement régulier en
mosaique de nombreux déterminants antigéniques. Les déterminants
antigéniques sont portés par les glycoprotéines, les composants glucidiques
étant tournés vers I'extérieur de la membrane. La membrane sert également de

support a des réactions enzymatiques.

B. LES GROUPES SANGUINS

Les groupes sanguins érythrocytaires se répartissent en systémes, dont
chacun constitue un ensemble d’antigénes allotypiques de la membrane du

globule rouge, génétiquement induits par une unité génétique monofactorielle,
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et génetiquement indépendants les uns des autres (Goudemand et col, 1980).

lls sont divisés en systemes comme ABO, Rh, Kell, Duffy...(Cartron, 1993).

LE SYSTEME ABO

1. Immunologie et biochimie des antigénes ABH

Le systeme majeur d’alloantigenes érythrocytaires ABO a été découvert
par Landsteiner (1901). Par convention, les phénotypes du systeme ABO sont
définis par le ou les antigénes présents sur les hématies (Salmon et col, 1991).
Ces antigenes sont révélés par I'agglutination des hématies qui les portent par
les anticorps correspondants. Deux antigenes peuvent ainsi étre reconnus : A
et B, ce qui va définir quatre variétés de groupe :

Groupe A . sil'antigéne A est présent sur les hématies du sujet.

Groupe B : sil'antigéne B est seul présent sur les hématies du sujet.

Groupe AB : si les antigénes A et B a la fois sont présents sur les
hématies.

Groupe O : si aucun des antigénes A ou B n'est présent sur les
hématies. Les sujets de groupe O n'ayant aucun antigéne
dans le systeme ABO possedent par contre une grande
quantité de I'antigéne H qui représente le substrat antérieur

non converti.

Il existe de fagon constante dans le sérum des anticorps (dits naturels)

correspondant a I'antigéne absent du globule rouge. Ainsi des anticorps anti-A
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et anti-B pourront étre mis en évidence dans le sérum selon les modalités
suivantes :

Groupe A . présence dans le sérum d’anticorps anti-B.

Groupe B : présence dans le sérum d’anticorps anti-A.

Groupe AB : absence d'anticorps.

Groupe O : présence dans le serum a la fois d'anticorps anti-A et anti-

B.

Les phénotypes sont donc définis a la fois par I'antigéne globulaire et

I'anticorps sérique, ce que résume le tableau Il.

Tableau Il : Les antigénes et les anticorps courants du systéeme ABO (d'aprés
Goudemand et col, 1980).

($2§8§?r?s) ggtrll:?l?ss) Gictpe Fre?p‘iiﬁ‘éi)(%’
A anti-B A 45
B anti-A B 9
H anti-A et anti-B O 43
AetB absence AB 3

Les déterminants antigéniques A, B et H sont des oligosaccharides
formes par l'addition séquentielle d'unités glucidiques catalysée par des
enzymes appelées glycosyltransférases (Lowe, 1998). Les motifs antigéniques
ABO représentent les  structures terminales de  déterminants
oligosaccharidiques complexes exprimés par des glycosphingolipides solubles,
des oligosaccharides libres et des structures associées aux membranes. Ces

dernieres comprennent des protéines intégrales de la membrane et des
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glycolipides. La protéine bande 3 (transporteur des anions) porte environ 1-2
x 10° déterminants ABH par globule rouge (environ 80 % du total). Le
transporteur du glucose érythrocytaire (bande 4.5) exprime un nombre plus
faible de déterminants ABH par érythrocyte (environ 5 x 10° molécules). Un
plus petit nombre de déterminants ABH est porté par d'autres glycoprotéines
associées a la membrane érythrocytaire comme I'aquaporine et la molécule
Rh50, dont des molécules apparentées a Rh. Les glycolipides de la membrane
érythrocytaire, qui contiennent des poly-N-acétyllactosaminoglycanes
(glycosylcéramides), portent le reste des déterminants ABH (environ 5 x 10°
déterminants par globule rouge). Ces structures sont exposées a la surface des
globules rouges et des cellules d'autres tissus. La synthese des molécules A, B
et H s’effectue sous le contréle de plusieurs loci distincts. Ces loci codent des
glycosyltransférases qui interviennent dans la cascade de catalyse responsable
de la synthese de ces déterminants oligosaccharidiques (figure 6).

Les oligosaccharides précurseurs sont utilisés comme substrats pour les
réactions de transglycosylation catalysées par les o (1,2) fucosyltransférases.
Cette réaction crée le déterminant de groupe sanguin H représenté par un motif

Fuc-a (1,2) Galp.
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Figure 6: Voie de biosynthése des antigénes H, A et B (d'aprés Lowe, 1998).

Les déterminants H produits de cette maniére deviennent des substrats
précurseurs essentiels pour l'action des glycosyltransférases co-dominantes
codées par le locus ABO (sur la partie terminale du bras long du chromosome
9). Par exemple, I'a(1,3)N-acétylgalactosaminyltransférase codée par l'alléle A
catalyse la synthése de 'antigene A a partir des déterminants H. De méme, une
o(1,3)galactosyltransférase, codée par l'allele B catalyse la synthése de
l'antigéne B a partir des méme précurseurs oligosaccharidiques de groupe H.
L'allele O ne produit pas de polypeptide catalytiquement actif. 1l est donc
incapable de modifier les molécules d'oligosaccharides H. De ce fait, la
complémentarité des alleles exprimés au locus ABO chez un individu va
déterminer si celui-ci présente exclusivement des déterminants du groupe A
(génotypes AA ou AO) ou seulement des déterminants du groupe B (génotypes
BB ou BO), ou a la fois des déterminants A et des déterminants B (génotype

AB), ou encore aucun des déterminants A ou B (génotype OO).
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2. Sous-groupes des antigénes A

Les variants alléliques naturels au locus ABO ont été décrits par des
techniques sérologiques lors des tests de groupage sanguin ABH. Les sous-
groupes ABO peuvent étre classés selon la fagon dont ils réagissent avec
differents antiserums et lectines reconnaissant les déterminants A et B. Par
exemple, la lectine de la plante Dolichos biflorus, utilisée a une concentration
adequate, entraine I'agglutination des érythrocytes de sujets du groupe A mais
pas de tous. Les érythrocytes agglutinables ont été appelés A; (environ 80 %
des individus de groupe A) tandis que ceux qui ne le sont pas ont été appelés

Az (environ 20 % des individus de groupe A).

Les globules rouges A; ont une moyenne de 10° déterminants
antigéniques A, alors que les globules rouges A; en ont seulement environ 10°
(Oriol, 1998). On les difféerencie également par le type de molécules A
exprimées : les épitopes A des globules rouges A; sont fabriqués sur les
structures de types 1, 2, 3 et 4 alors que les épitopes A des érythrocytes Az
expriment seulement les types 1 et 2. Ces faits peuvent étre reliés aux
différences d'efficacité des glycosyltransférases A trouvées chez les sujets A4
et A,. Donc, la distinction entre les érythrocytes A; et A, correspond
principalement a une différence dans le nombre et la distribution des récepteurs
A a la surface de la membrane du globule rouge, mais également a une

différence qualitative de structure.
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3. Groupes A faibles :

On définit comme phénotypes A faibles les phénotypes des sujets dont

les hématies ont une réactivité antigénique inférieure a celle des hématies A;

normales. lls sont trés rares, de l'ordre de un individu sur 50 000 a 100 000

(Cartron et col, 1977).

Az

Aend

Am

lls présentent une agglutination sous forme d’'une fausse double
population (60 % d’agglutinats). Le nombre de sites antigéniques est trés
variable d'un globule rouge a l'autre, de 50 000 sites en moyenne, mais
pouvant aller jusqu'a 100 000 sites. C'est le moins rare des phénotypes
A faibles : fréquence de I'ordre de 0,06 % des phénotypes A.
L'agglutination est franchement une agglutination faible, plutét que
partielle (30 % d’agglutinats). On ne trouve plus que 5 000 sites par
globule rouge. On observe aussi, une distribution hétérogéne a l'intérieur
d'un méme échantillon, mais a un degré moindre que chez les A; ou les
Aend.

L'agglutination est étrange. Dix pour cent seulement des globules rouges
sont agglutinés, si bien que I'on croit étre en présence d’'un mélange de
globules rouges A et de globules rouges non-A. Les globules rouges qui
agglutinent ont 100 000 sites antigéniques, comme les A;.

Les individus A, expriment un antigéne A normal dans la salive, mais
n'ont qu’a peine 1 000 sites sur leur globule rouge, comme si leur groupe
ABO était encore un groupe strictement tissulaire, comme chez les
singes. La présence de l'antigéne n’est démontrée que par fixation-

élution fortement positive.
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Ao Ces sont les plus faibles des A faibles, ou la présence d'antigéne A sur le
globule rouge n’est discernable que par fixation et élution de l'anticorps

anti-A. Il n'y a que 700 sites sur le globule rouge (Salmon, 1997).

II. LES IMMUNOGLOBULINES

Les immunoglobulines ou anticorps, sont des glycoprotéines présentes
dans les liquides biologiques de tous les mammiféres. Certaines sont
exprimées a la surface des cellules B ou elles jouent le réle de récepteurs
spécifiques d'antigéne. D’autres, les anticorps, sont sous forme soluble dans le
sang ou la lymphe. lls sont formés spécifiquement par un organisme en
réponse a l'introduction d'un antigéne donné. Les plasmocytes (ou cellules
sécrétrices d’'anticorps) sont les responsables de la sécrétion de grandes
quantités d’anticorps dans le sang et les tissus (Roitt et col, 1997).

On distingue, chez la plupart des mammiféres, cinq classes
d'immunoglobulines : IgG, IgM, IgA, IgD et IgE. Elles différent par leur poids

moléculaire (PM), leur charge, leur composition en acides aminés et en sucres.

Chaque immunoglobuline présente une dualité fonctionnelle ; une
région de la molécule intervient dans la liaison de I'antigene (région Fab —
fragment antigen binding), tandis qu’une autre est impliquée dans les fonctions
effectrices (région Fc — fragment cristallisable). Celles-ci comprennent la

fixation sur les tissus de I'héte (notamment a des cellules du systeme
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immunitaire comme les cellules phagocytaires), ainsi que la liaison avec le

composant C1q de la voie classique d'activation du complément.

A. STRUCTURE DES IgG

La structure de base commune a toutes les immunoglobulines consiste
en une association de deux chaines polypeptidiques légeres identiques (PM 25
kDa) a deux chaines polypeptidiques lourdes identiques (PM 50 a 77 kDa),
reliées par des liaisons covalentes (ponts disulfures) et des liaisons non-
covalentes. Les chaines légeres sont communes a toutes les classes, tandis
que les chaines lourdes varient selon la classe et la sous-classe (figure 7).

Toutes les immunoglobulines sont glycosylées. Leur composition en
sucres varie de 2 a 3 % pour les IgG jusqu’a 12 a 14 % pour les IgM, les IgD et

les IgE.

Les chaines légéres sont composées de 214 acides aminés. Elles
comportent une partie de composition constante (C.) (environ 107 acides
aminés de la moitie carboxy-terminale) dont il existe néanmoins deux
variantes : celle caractérisant les chaines kappa (k) (les plus fréquentes) et
celle correspondant aux chaines lambda (L), et une partie de composition
variable (Vi) (107 aminoacides de la moiti€ amino-terminale). Néanmoins, a
I'intérieur de cette variablilité, il existe des zones constantes présentant peu de
variations, permettant de définir des sous-groupes au sein d'un méme type de

chalne.
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Site de combinaison Site de combinaison
antigénique antigénique

Chaine
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Figure 7 : Représentation schématique d’'une molécule d’anticorps IgG typique.
Elle est composée de deux chaines légéres identiques et deux chaines lourdes
identiques (d’apres Alberts et col, 1995).

Ces chaines légéres sont repliées sur elles-mémes, formant deux
boucles d’environ 65 résidus fermés par des ponts disulfures intracaténaires :
un dans la région variable, un dans la région constante. Il existe un autre pont

disulfure dans la région constante qui lie a une chaine lourde.

La chaine lourde y est constituée d'une séquence de 440 aminoacides
(deux fois plus longue que la chaine |égére). Elle posséde 4 ponts disulfures
intracaténaires, chacun permettant la formation d'une boucle de 60 a 70
résidus. Chaque boucle peptidique représente la partie centrale d'un domaine

d’environ 110 acides aminés (figure 8).
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Figure 8 : Domaines des immunoglobulines (d'aprés Alberts et col, 1995).

Elles sont formées, elles aussi, d'une partie constante et d'une partie
variable. La partie constante comprend trois domaines C-terminal (Cy1, Ch2 et
Cusz). Elle comporte néanmoins des variations correspondant a 4 types de
chaines y : y1, y2, Y3, Y4, qui déterminent les différentes sous-classes d'lgG. La
portion variable comprend le domaine N-terminal (Vy). Les domaines Cys et Cy2
sont séparés par une séquence d'une quinzaine (sous-classes IgG;, 1gG; et
IlgG4) ou d’'une soixantaine (IgGs) d’acides aminés, en grande partie des
cystéines et des prolines, constituant la « région charniére ». Cette région
charniére est une zone de flexibilité, elle assure les liaisons covalentes par des
ponts disulfures entre les deux chaines lourdes, et entre les chaines lourdes et

|égéres pour les IgG;.
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La structure quaternaire fonctionnelle des IgG est constituée par
I'association de deux chaines lourdes gamma et de deux chaines légeres soit
Kk, soit A, identiques deux a deux. Bien que des ponts disulfures stabilisent cette
structure, ce sont essentiellement des interactions domaine-domaine de type
« trans » (d’'une chaine a une autre) qui assurent la cohésion de la molécule :
les domaines Cuz assurent I'essentiel de I'association entre chaines lourdes,
alors que les domaines Cuz, N-glycosylés, interagissent trés peu; chaque
domaine Cy s’associe avec un domaine C, et chaque Vy avec un V.. La masse
moléculaire est environ 154 kDa pour les IgG1, 19G2 et 19G4 et environ 160 kDa

pour les I1gGs.

La structure tridimensionnelle d'IgG entiéres cristallisées a pu étre
analysée par diffraction de rayons X. Le modéle moléculaire révele une
structure en Y d'une longueur de 1000 a 1500 nm, qui a pu étre observée en
microscopie électronique (figure 9).

Site de Domaine Vy
combinaison /
antigénique

Domaine C.

Site de

Domaine V. Oligosaccharides ~ combinaison
i ) antigénique
Chaine légere Chaines
2nm

lourdes

Figure 9 : Structure repliée d’'une molécule d’anticorps IgG d’aprés des études
de cristallographie aux rayons X (d'aprés Alberts et col, 1995).
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Régions constantes et fonctions effectrices

Les régions constantes, plus particulierement les parties Fc, sont

impliquées dans les fonctions des anticorps qui interviennent consécutivement

a la liaison aux antigénes. Les propriétés effectrices des anticorps sont liées a

la nature du fragment Fc, et donc a leurs classes et sous-classes.

B. DIFFERENTES CLASSES D’IMMUNOGLOBULINES

La diversité isotypique des chaines lourdes correspondant aux neuf

classes et sous-classes exprimées chez 'homme est un acquis de I'évolution :

elle a pour conséquence une meilleure adaptation de la réponse humorale aux

différents types d'antigénes et aux circonstances d'exposition aux antigénes

(Frazer et col, 1999).

IgG

IgM

Elles représentent les immunoglobulines les plus abondantes dans le
sérum (12 g/l environ soit 75 % des immunoglobulines). Elles ont un PM
de 160 kDa et une constante de sédimentation de 7S. Ce sont des
glycoprotéines relativement pauvres en glucides. Elles comportent quatre
sous-classes liees a des différences dans la partie constante de la
chaine lourde y. Il existe au niveau de leur portion Fab deux sites
anticorps. Elles fixent le complément (sauf IgGs) et peuvent franchir la

barriere placentaire (a I'exception des 1gGy).

Moins abondantes dans le sérum (1,2 g/l), les IgM sont également de
constitution glycoprotéinique. 1l s'agit de macroglobulines de PM 900 kDa
ayant une constante de sédimentation de 19S. Elles sont constituées de

I'association de 5 monoméres reproduisant chacun la structure des IgG.
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Ces monomeéres sont constitués en effet de deux chaines légeéres
identiques (soit chaines «, soit chaines A identiques a celles des IgG) et
deux chaines lourdes p de PM 70 kDa, également identiques. Ces
chaines comportent, comme I'lgG, une partie variable N-terminale et une
partie constante C-terminale. Il existe deux types de chaines lourdes p :
iy et up, caractérisant deux sous-classes d'lgM : IgM; et IgM,. Les cing
monomeéres ainsi définis sont unis par des ponts disulfures au niveau de
leur partie Fc, constituant une structure étoilée a cing branches avec a
I'extérieur les 10 parties Fab et a l'intérieur les cing parties Fc. Il existe
donc en principe 10 sites anticorps par molécule.

Les IgM peuvent fixer le complément, mais elles ne passent pas la
barriére placentaire. Elles apparaissent trés t6t en cours d’'immunisation

pour étre remplacées ultérieurement par des IgG.

Les IgA du sérum sont de glycoprotéines de composition et de structure
tres voisines de celles des IgG, mais d'une teneur plus élevée en
glucides. Elles comportent deux chaines lourdes o (PM 65 kDa) dont il
existe deux variétés a4 et oy, correspondant a deux sous-classes d’lgA.
Les IgA peuvent exister dans le sérum sous forme polymérisée (dimere
ou plus) avec des constantes de sédimentation allant de 7 a 19S. Elles
ne fixent pas le complément et ne traversent pas la barriére placentaire.

Les IgA sécrétoires sont présentes dans toutes les sécrétions exocrines,
salive, lait, larmes, sécrétions des tractus respiratoire et digestif. D'un PM
d’'ordre de 400 kDa et de constante de sédimentation 11S, elles sont

constituées de l'association par leur fragment Fc de deux molécules
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d'lgA sérique a un constituant particulier dit « piece sécrétoire »
(glycoprotéine de PM 58 kDa). De plus, une chaine polypeptidique J unit
les Fc des deux molécules. Ces IgA sécrétoires possédent donc en

principe quatre sites anticorps.

IlgD Elles existent a un taux faible dans le sérum (0,025 g/l). Il s’agit de
glycoprotéines de PM 170 kDa, de structure identique a celle des IgG,

avec les mémes chaines légéres (k ou A) et une chaine lourde &

spécifique (PM 58 kDa).

IgE  Elles existent normalement dans le sérum a I'état de traces (3 x 10™ g/l).
Elles ont un PM de 195 kDa et une constante de sédimentation 8S. Leur
structure est également superposable a celles des IgG avec les mémes
chaines légeres et des chaines lourdes spécifiques ¢ de PM 75 kDa.
Elles correspondent essentiellement aux anticorps réaginiques des

processus allergiques.

C. LA RECONNAISSANCE DES ANTIGENES

Les études de cristallographie aux rayons X ont montré que les acides
aminés des régions variables Vy et V| (fragments Fy), situés a I'extrémité du
fragment Fab, sont impliqués dans la liaison aux antigenes. C'est 'immense
variabilité de structure de ces régions qui explique la spécificité de cette

fonction de reconnaissance (Aucouturier, 1999).
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Les différences entre régions variables sont concentrées dans trois
courtes zones de chaque chaine, lourde ou légére: les « zones
hypervariables », aujourd’hui appelées « régions déterminant la
complémentarité » (CDR). Les autres acides aminés des régions V constituent
une charpente (quatre régions « framework » ou FR) qui, bien que ne
participant pas a la liaison a I'antigéne, jouent cependant un réle important lors
du repliement des chaines des régions V dans le maintien de l'intégrité du site
anticorps.

Les trois CDR de la chaine légére coopérent avec les trois CDR de la
chaine lourde pour fixer un épitope. Bien que relativement éloignées dans la
séquence, les CDR sont regroupées dans I'espace pour former le site anticorps
(ou paratope), au niveau des boucles. La structure tridimensionnelle globale
des régions variables est remarquablement conservée. Ce sont surtout les
chaines latérales des acides aminés qui déterminent la spécificité de liaison, en
permettant I'établissement de liaisons non-covalentes. Bien que ces forces
attractives (liaisons hydrogéne, liaisons hydrophobes, forces de Van der Waals
et électrostatiques) soient faibles, comparées aux liaisons covalentes, leur

grand nombre permet une énergie de liaison élevée (Van Oss, 1997).

La distance (d) qui sépare les différents groupes réactifs est un facteur
critique pour I'établissement de liaisons non-covalentes. Les forces attractives,
pour étre efficaces, exigent un contact étroit entre les différents groupes
réactifs. Le déterminant antigénique (épitope) et le site anticorps (paratope)
doivent posséder des structures complémentaires capables de se combiner

c'est-a-dire :
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1. il doit exister des groupements atomiques appropriés sur les molécules
d'antigéne et d’anticorps,

2. la forme du site anticorps doit étre adaptée a I'antigeéne pour que plusieurs
liaisons non-covalentes puissent étre formées simultanément.

Dans le cadre d'une complémentarité parfaite entre I'antigene et le site
anticorps, I'énergie de liaison interdit une rupture thermodynamique.
Cependant, si les nuages électriques de l'antigéne et de l'anticorps se
recouvrent, des forces stériques de répulsion entrent alors en jeu. Ces forces
jouent un réle important quant a la spécificité de I'anticorps pour un antigéne
donné et quant a sa capacité de reconnaitre différents antigénes, en effet toute
modification de la structure complémentaire idéale entraine une augmentation
des forces répulsives et une diminution des forces attractives, donc une baisse

de I'énergie de liaison globale.

La force de liaison antigéne-anticorps est appelée affinité de I'anticorps,
elle représente la somme des forces attractives et répulsives décrites ci-dessus.
L'interaction entre le site anticorps et l'antigene peut étre mesurée
thermodynamiquement (Kelley et col, 1993). Les liaisons non-covalentes entre
un anticorps et I'épitope reconnu sont dissociables, I'ensemble de la liaison
entre un antigene et un anticorps est donc une réaction réversible. Dans ce cas,
la loi d’action de masse peut étre appliquée et la constante d’équilibre K

déterminée : c’'est la constante d’affinité.

_ _[AgAc]

Ag + Ac < Ag Ac e
[Ac].[Ag]

[1.4]
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ou [AgAc] représente la concentration d'antigéne complexé, [Ag] la
concentration d'antigéne libre, et [Ac] la concentration des sites d’anticorps

libres a I'équilibre.

L’anticorps, avec ses quatre chaines polypeptidiques, posséde deux
sites de liaison pour I'antigene, ce qui lui permet de se lier de fagon plurivalente.
Quand un antigene multivalent se combine a plus d’un site anticorps, I'énergie
de liaison qui en résulte est de beaucoup supérieure a la somme des énergies
de liaison de chacun des sites impliqués : en effet, une rupture simultanée de
toutes les liaisons existantes est nécessaire pour que I'antigéne se dissocie de
I'anticorps. L'avidité désigne la force avec laquelle un anticorps multivalent se
lie a un antigene multivalent. L’affinité, quant a elle, désigne la force avec
laquelle un seul site anticorps se lie a un déterminant antigénique unique. Ainsi,
I'avidité d'un anticorps pour un antigéne dépend de I'affinité de chacun des sites
d’'anticorps pour les différents déterminants antigéniques ; elle est supérieure a
la somme de ces affinités dans le cas d'antigénes et d'anticorps multivalents.
Dans les conditions physiologiques normales, la notion d'avidité parait étre la
plus appropriée puisque les antigénes naturels sont en général multivalents,
cependant la mesure de l'affinité d’'un anticorps pour un hapténe renseigne

davantage quant a la nature immunochimique de la réaction antigéne-anticorps.

Les mesures d’affinité d'un anticorps sont réalisées a l'équilibre et

I'affinité indique la tendance des anticorps a former des complexes stables avec

I'antigéne (Azimzadeh et col, 1990). Cependant, la cinétique de I'association et
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de la dissociation des anticorps représente un autre paramétre important pour
comprendre les activités biologiques des anticorps.

Par cinétique, on entend la mesure de la constante d'association k, (mol
L4 s") et de la constante de dissociation kg (s'). A I'équilibre, le rapport de ces

deux constantes indique la constante d’équilibre ou I'affinité de I'anticorps.

K=-t [1.5]

L'évaluation de I'affinité et de l'avidité d'un anticorps a non seulement un
intérét théorique, puisqu'elle renseigne sur la nature de la liaison antigéne-
anticorps, mais aussi un intérét pratique puisque l'affinité et l'avidité d'un
anticorps conditionnent ses propriétés physiologiques et pathologiques. Les
anticorps de haute affinité sont plus efficaces que les anticorps de faible affinité

dans bon nombre de réactions biologiques (Yelton et col, 1981).

lll. LES ANTICORPS MONOCLONAUX

En 1975, Kohler et Milstein (Kohler et col, 1975) ont décrit une technique
pour obtenir des anticorps purs de spécificité bien définie, elle consiste a
produire des anticorps monoclonaux a partir de cellules en culture. Cette
technique implique I'obtention de cellules qui sécretent indéfiniment un seul
type d’anticorps ayant une spécificiteé définie, permettant ainsi d’éviter la

variabilité des antisérums produits par immunisation.
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* Technique de production des anticorps monoclonaux

Les animaux (habituellement des souris ou des rats) sont immunisés
avec l'antigéne (Roitt et col, 1997). Lorsque les animaux ont produit une bonne
réponse anticorps, leur rate ou leurs ganglions lymphatiques sont prélevés. Les
cellules dissociées sont alors fusionnées avec des cellules de myélome grace a
I'addition de polyéthyléne-glycol (PEG) qui permet la fusion membranaire.
Seule une faible proportion des cellules peut fusionner. Le mélange fusionné
est alors remis en culture avec du milieu contenant du « HAT » (hypoxanthine -
aminoptérine - thymidine). L’aminoptérine est une toxine puissante qui bloque
une des voies de syntheése de 'ADN. Cette voie peut étre court-circuitée si I'on
fournit a la cellule des métabolites intermédiaires comme 'hypoxanthine et la
thymidine. Ainsi les cellules spléniques peuvent pousser en milieu HAT, mais
les cellules de myélome meurent en HAT, parce qu’elles ont un défaut
métabolique et ne peuvent pas utiliser ce circuit de secours (elles sont
déficientes en hypoxanthine phosphoribosyl transférase). Au début de la culture
en milieu HAT, on y trouve des cellules spléniques, des cellules de myélome et
des cellules fusionnées. Les cellules spléniques meurent en culture aprés une a
deux semaines, et les cellules de myélome sont tuées par le milieu HAT.
Seules les cellules fusionnées survivent puisqu'elles ont acquis I'immortalité
des cellules du myélome et la capacité de courcircuitage meétabolique des
cellules spléniques. Quelques-unes de ces cellules auront également garde la
capacité de produire un anticorps. Tous les puits contenant des cellules
capables de proliférer sont testés en ce qui concerne la production de
I'anticorps désiré (souvent par ELISA). S'ils sont positifs, la culture est clonée,

c'est-a-dire répartie dans des plaques de telle sorte qu'il n'y ait plus qu'une
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cellule par puits. Cela donne un clone cellulaire (hybridome), provenant d'une
seule cellule, a la fois immortel et producteur d’'un méme anticorps monoclonal
(figure 10) (Berzofsky et col, 1999).

Souris immunisée Lignée cellulaire mutante extraite
avec l'antigéne X d’'une tumeur de lymphocytes B

Cellule fabricant

iy . eg, ofo
= ]

lanticorps anti-X —T——e22 030

Lymphocytes B (mourront (les cellules pousseront

apreés quelques jours en indéfiniment dans un milieu

culture) normal, mais mourront dans un

milieu sélectif)
El12innl

Anticorps anti-X sécrété
Produits distribués \l/

dans les puits [ 222 -i %2 E%o!]
I I

Seuls les hybrij/omes poussent sur le miljeu sélectif

[ an | sl NEF a0

Rechercher I'anticorps anti-X dans le
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positifs avec ~ 1 cellule par puits
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le surnageant pour les anticorps anti-X ;

Les clones positifs constituent une source
permanente d'anticorps anti-X

Figure 10 : Production d’un anticorps monoclonal (d’aprés Alberts et col, 1995).

La possibilité d’obtenir chez les animaux de laboratoire des anticorps
monoclonaux pouvant reconnaitre spécifiquement des structures antigéniques

définies a représenté un des progrés les plus marquants de la biologie : les
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applications technologiques ont été considérables en particulier dans les
domaines des meéthodes diagnostiques pour la détection et le dosage d'un
nombre considérable de molécules, ainsi qu’'en thérapeutique ou ils permettent

de cibler in vivo des structures antigéniques définies.

IV. L’AGGLUTINATION ERYTHROCYTAIRE

La réaction entre les molécules d'anticorps et celles des antigénes
présents sur la membrane du globule rouge est une interaction spécifique et
reversible qui peut étre divisée schématiquement en deux étapes.

» La premiére étape représente la fixation de I'anticorps a un antigene de la
surface du globule rouge ; cette réaction d’équilibre suit la loi genérale
d’action de masse.

= La seconde étape concerne les manifestations de la réaction, telles que

I'agglutination, la lyse des globules rouges ou la phagocytose.

L'agglutination est un phénoméne complexe. Selon la théorie du réseau,
la réaction d’agglutination apparait comme un phénoméne trés spécifique
explicable par la formation d'un réseau tridimensionnel entre des molécules
d’anticorps et des structures antigéniques. Les molécules d’anticorps seraient
donc capables de se fixer sur des sites antigéniques portés par des cellules
adjacentes, et lorsque le réseau ainsi constitué devient suffisamment important,

on observe la réaction d’agglutination (Cartron et col, 1979).
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A. FACTEURS DE L’AGGLUTINATION

L’agglutination dépend de plusieurs facteurs, en particulier de la surface

des globules rouges, du type d'anticorps et des conditions du milieu.

1. Surface des globules rouges

Le nombre de sites récepteurs spécifiques a la surface des globules
rouges est probablement le facteur le plus important. L'agglutination ne se
produit en effet qu’a partir d'un nombre minimum de sites antigéniques. Mais,
dans la plupart des systemes, I'agglutination apparait alors qu'un trés petit
nombre seulement des sites antigéniques disponibles est combiné a I'anticorps.
Par exemple, I'agglutination par IgG anti-A n’est possible que lorsque chaque
globule fixe au minimum 3 000 molécules.

La situation des sites, a la surface ou en profondeur, ou bien distants les
uns des autres sur la membrane des eérythrocytes, joue aussi un role
fondamental. D’'une maniére plus générale l'intégrité de la membrane est un

facteur trés important.

2. Anticorps

L'efficacité des molécules d'anticorps est liée a la fois a leur taille et a
leur nombre de sites (valence). La plupart des anticorps agglutinants sont des
IgM, alors que la majorité des anticorps non agglutinants sont des 1gG. Cette
différence s’explique par le nombre plus petit de molécules IgM que de
molécules 1gG (fixées a la surface de I'hématie) nécessaire pour provoquer

I'agglutination (Goudemand et col, 1980).
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3. Milieu de réaction
La capacité d'agglutiner une suspension d’érythrocytes dépend de la
force ionique, du pH, de la constante diélectrique du milieu, et de la

température.

Lorsque la température s’éléve, le mouvement thermique s'accroit,
favorisant les possibilités de collisions entre les érythrocytes sensibilisés. Ce
facteur agit également sur la premiére étape de la réaction antigéne-anticorps ;
en général, on peut prévoir que l'intensité de la réaction augmente lorsque la

température s'éleve.

La force ionique du milieu de la réaction influence également de maniére
importante les deux niveaux de la réaction d’agglutination. Une diminution de la
force ionique augmente la fixation de I'anticorps et accélere I'association entre
anticorps et antigenes. L'utilisation d'anticorps en excés par rapport aux

globules provoque également une augmentation de 'agglutination.

Potentiel Zéta

Il est tout a fait admis que la distance a laquelle les globules rouges
peuvent s’approcher I'un de l'autre est critique dans la réaction d'agglutination,
pour favoriser la formation des ponts intercellulaires : les globules rouges
sensibilisés par les molécules d’anticorps IgM doivent s’approcher a environ 30-
35 nm, tandis que les globules rouges sensibilisés par les molécules d'anticorps
lgG requiérent un contact plus proche : 12 a 15 nm.

La distance entre les globules en suspension dépend de plusieurs

facteurs physico-chimiques : I'agglutination des cellules provient soit de la
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modification du systéme par des facteurs non spécifiques, soit de la fixation
spécifique de I'anticorps.

Une suspension stable d’érythrocytes est soumise a deux types de
forces : les forces de répulsion liées aux charges électrostatiques du globule
rouge (principalement groupements carboxyliques des acides sialiques
attachés a des glycoprotéines de la membrane), et les forces de cohésion liées
a la tension interfaciale entre les érythrocytes.

Dans une solution saline physiologique, les globules rouges sont
entourés d'un nuage d'ions de charge opposée dont la densité décroit au fur et
a mesure que l'on s’éloigne de I'érythrocyte, ce qui crée une différence de
potentiel (potentiel zéta) entre le milieu environnant et le nuage de cations qui

entoure chaque globule rouge (figure 11).
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Figure 11 : Le globule rouge et son environnement ionique (d'aprés
Stoltz et col, 1969).
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La force ionique, le pH, la constante diélectrique et la viscosité du milieu
déterminant, I'épaisseur de la double couche électrique entourant les cellules,
influent sur la stabilité des globules rouges en suspension. On peut obtenir une
estimation du potentiel zéta en mesurant la mobilité électrophorétique des
globules rouges. La force de répulsion entre deux érythrocytes dépendra de la
valeur du potentiel zéta. Il existe une valeur critique en dessous de laquelle la
suspension reste stable et au-dessus de laguelle elle devient instable.

Selon Pollack (Pollack, 1965), il existe une relation entre le potentiel zéta
et la charge négative des érythrocytes, la constante diélectrique et la force

ionique du milieu selon la formule :

A _E
)

ou : ¢ est la difféerence de potentiel, ¢ la charge électrique du globule rouge, D

la constante diélectrique du milieu et p la force ionique du milieu.

Dans la relation simplifiée proposée par Pollack, le potentiel zéta diminue
si la charge électrostatique de la surface diminue, si la constante diélectrique du
milieu augmente ou si la force ionique du milieu, c'est-a-dire la concentration en
sels, augmente. La diminution du potentiel zéta signifie la diminution des forces
intercellulaires entre les érythrocytes, situation qui favorise I'agglutination et qui

accroit ainsi les réactions sérologiques (Salmon et col, 1991).
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B. L’AGGLUTINATION ARTIFICIELLE

Les méthodes d’agglutination artificielle sont destinées a faire apparaitre
une agglutination des hématies en utilisant des anticorps non directement
agglutinants en milieu salin (Cartron et col, 1979). Ces méthodes sont
essentielles en immunohématologie. Elles sont basées sur divers principes :

e Traitement des hématies par des enzymes protéolytiques. Ces enzymes,
d’origine animale ou végétale (trypsine, papaine, broméline, pronase...),
libérent des fragments polypeptidiques qui appartiennent aux
glycoprotéines. Ceci diminue le potentiel zéta du systéme, du fait que les
fragments polypeptidiques libérés contiennent des molécules d’'acide
sialique, responsables en grande partie de la charge électrique de la
membrane.

e Suspension des hématies dans un milieu contenant des substances
macromoléculaires. Ceci diminue la force de répulsion interglobulaire. On
admet habituellement que les substances utilisées, telles que I'albumine, la
PVP (polyvinyl pyrrolidone), le Dextran a haut poids moléculaire, le Ficoll, se
polarisent dans le champ électrique du globule rouge et diminuent la force
de répulsion interglobulaire. Leur effet est donc d’élever la constante
diélectrique du milieu, ce qui diminue le potentiel zéta et favorise
I'agglutination.

e Agglutination des hématies sensibilisées par un sérum anti-globuline
humaine (réaction de Coombs). Le sérum antiglobuline humaine permet de
revéler la présence d'un anticorps spécifique fixé sur [I'antigene
correspondant a la surface de I'hématie, dans le cas ou cette fixation ne

s'est pas traduite par I'agglutination directe des hématies.
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V. METHODES D’ANALYSE DE L’AGGLUTINATION

Les études sur l'agglutination érythrocytaire se sont multipliées ces
derniéres années, dans le but de mieux comprendre les mécanismes
d'agglutination et d'évaluer leurs conséquences sur I'écoulement. Plusieurs
méthodes dynamiques permettent d’accéder a des parametres représentatifs
de l'état d’agglutination pour une suspension érythrocytaire en réponse a une
sollicitation donnée. En particulier, des méthodes analytiques et expérimentales
ont été développées pour la quantification de I'énergie d'adhésion

intercellulaire.

1. Méthodes d’observation directe

Difféerents dispositifs expérimentaux, couplés a un microscope et a un
logiciel de traitement d'image, ont été mis au point par diverses équipes. lls
permettent de dégager plusieurs informations sur l'interaction entre les globules

rouges.

Chambre de flux : Chien et col (Chien et col, 1977) ont mis au point un
dispositif expérimental pour quantifier la contrainte de cisaillement nécessaire
pour séparer un agglutinat a deux cellules dans un écoulement. Dans ce
systeme, des cellules agglutinées par des lectines sont mises a l'intérieur d’'un
conduit rectangulaire. Une contrainte de cisaillement appliquée parallelement a
la surface de contact, est augmentée graduellement et provoque ainsi
I'arrachement progressif de la cellule supérieure. Le dispositif est placé sur un
microscope inversé et les images sont enregistrées. Le degré de séparation

des agglutinats est mesuré par microphotographie. La relation entre le
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pourcentage de surface séparée et la contrainte de cisaillement est obtenue, et
I'énergie d’adhésion impliquée dans linteraction cellulaire par des liaisons

spécifiques, est calculée (Sung et col, 1985).

Micropipettes: cette méthode permet d’analyser des doublets individuels de
cellules adhérés et de déterminer la force d’adhésion (Evans et col, 1984,
1991 ; Sung et col, 1985, 1986). Chaque cellule est attrapée a I'extrémité d’'une
micropipette grace a une pression d'aspiration. Les cellules sont attirées et
alignées par la micromanipulation de plusieurs pipettes. En réglant la pression
d’aspiration et la position des pipettes par micromanipulation, les cellules sont
séparées graduellement. Avec une pression suffisamment forte, les deux
cellules peuvent étre séparées completement. Le procédé est enregistré et les
images sont analysées. A partir des paramétres géométriques déterminés,

I'énergie d’adhésion est calculée (Tha et col, 1988 ; Tozeren, 1989a).

Microtubes: Tha et col (Tha et col, 1986 ; Tees et col, 1993) ont développé
une meéthode pour mesurer les forces hémodynamiques nécessaires pour
séparer deux globules rouges fixés, transformés en sphéres et dilates,
agglutinés par des anticorps. Avec un appareil a microtube mobile, les doublets
sont suivis dans un flux de Poiseuille en accélération lente a travers des tubes
de 150 um de diamétre. Les mouvements de rotation et de translation avant la
rupture de linteraction sont enregistrés en vidéo et analysés. La force
hémodynamique de rupture est déterminée a partir de la mesure de la position
radiale et de la vitesse du doublet ainsi que des angles polaire et azimutal de

sSon axe.
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Rhéoscope : Schmid-Schénbein et col (Schmid-Schénbein et col, 1973) ont
décrit un dispositif permettant d'observer le comportement du sang soumis a
une contrainte de cisaillement connue. Cet appareil, appelé rhéoscope est
constitué d’'une chambre transparente de mesure, formée d’'un céne et d’'un
plan entrainés en rotation de sens inverse par un moteur a vitesse variable, et
montée sur un microscope inversé. L'analyse des images prises permet I'étude
de I'adhésion cellulaire. Tees et col (Tees et col, 1993, 1996) ont déterminé la
dépendance de la force avec le temps de rupture d’agrégats des globules
rouges agglutinés par anticorps, soumis a une contrainte de cisaillement dans

le rhéoscope.

2. Méthodes optiques

L'intensité de lumiére transmise ou réfléchie par un échantillon sanguin
dépend fortement de son état d’'agglutination. Des techniques ont été
développées pour quantifier 'agglutination, basées sur la mesure de l'intensité

de la lumiére transmise ou rétrodiffusée.

Transmission de lumieéere : Schmid-Schénbein et col (Schmid-Schénbein et
col, 1973) ont étudié le flux lumineux transmis a travers I'entrefer d'un
viscosimétre cone-plan. Ce rhéoscope, modifié par adaptation d’'un dispositif
photoélectrique, permet de suivre les variations de transmission de lumiére a
travers un échantillon sanguin en fonction du temps. Les globules rouges sont
soumis a un cisaillement dans un viscosimétre. Aprés I'arrét du cisaillement, les
érythrocytes commencent a s’agréger et le flux transmis augmente avec le
temps. Un certain nombre de paramétres peut étre déduit. L'équipe de Schmid-

Schonbein (Schmid-Schonbein et col, 1982) a développé un apparell
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photométrique automatique basé sur ce systeme (Myrenne, GMBH, Roetgen,

Allemagne).

Reétrodiffusion de la lumiere : Cette méthodologie est basée sur la mesure du
flux lumineux rétrodiffuse par des particules en suspension, ce qui permet
l'analyse de la taille de ces particules (Healy et col, 1974, 1975). Un systeme
instrumental a été développé et automatisé pour mesurer les parametres
cinétiques, structuraux et rhéologiques de [I'adhésion érythrocytaire :
I'Erythroagrégametre (Régulest, Florange, France) (Donner et col, 1988b). Cet
appareil consiste en un viscosimétre de type Couette transparent, éclairé par
une diode laser. Le flux lumineux, rétrodiffusé par la suspension sanguine, est
collecté par une photodiode et enregistré. La vitesse de rotation du cylindre
externe permet d’appliquer a la suspension des vitesses de cisaillement
élevées. Lorsqu'une contrainte de cisaillement suffisante est appliquée a une
suspension d'agglutinats ou d’agrégats érythrocytaires, ceux-ci sont dissociés
et deviennent d’autant plus petits que le taux de cisaillement est maintenu plus
longtemps. A partir des courbes de variation de lumiere rétrodiffusée, on calcule
des parametres de I'agglutination (temps d’agrégation et désagrégation, indice
d’agrégation, indice de structure, indice d'orientation, paramétre d'énergie de
dissociation, seuil de désagrégation, etc).

Cette méthode s'est révélée trés utile pour I'analyse de I'agrégation (Mills
et col, 1979, 1981 ; Pignon et col, 1989, 1991) et de [Iagglutination
érythrocytaire (Rasia et col, 1996 ; Rasia-Valverde et col, 1997) en

hémorhéologie clinique.
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3. Autres méthodes

D’autres méthodes ont également été proposées pour la quantification
de l'agglutination. Il s’agit de linterférométrie ultrasonore (Coulibaly et col,
1992), de la technique du film de piégeage (lvanov et col, 1998) et de la

microscopie de force atomique (Merkel et col, 1999 ; Sagvolden, 1999).
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MATERIELS ET METHODES

I MATERIELS

A. Echantillons sanguins

Le sang provient de dons d'adultes volontaires sains a I'Etablissement
Francais du Sang (EFS) de Nancy. Un échantillon de sang non-anticoagulé est
prelevé dans le circuit de don, récupéré dans un tube (Vacutainer Becton
Dickinson) contenant de 'EDTA-K3 (15 %) comme anticoagulant et conservé a
4°C jusqu’a utilisation (dans les 48 heures suivant le prélevement sanguin).
Nous avons utilisé des échantillons de groupe sanguin As (n = 30), Az (n = 8),
AB (n=7), B (n=10) et O (n = 10) classés a 'EFS par les méthodes
d'’hémagglutination directe et indirecte (méthodes du « gel test » et méthodes

conventionnelles de Beth-Vincent et Simonin) (Marcelli et col, 1981).

B. Anticorps monoclonal

Dans ce travail nous avons utilisé un anticorps monoclonal murine de
classe IgG; anti groupe sanguin A, donné gracieusement par le Dr Sondag et le
Dr Rapaille du Centre Hospitalier Universitaire de Liege (Belgique). |l nous a été
fourni sous forme de surnageant de culture. L'anticorps (identifié par S10-11A6,
lot 7/98) est dissous dans du milieu de culture IMDM FCS (Iscove’s Modified

Dulbecco’s medium — Fetal Calf Serum 15 %).
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La concentration en IgG murine a été mesurée par une technique ELISA
(enzym linked immunosorbent assay) de type sandwich (décrit page 85) et est
égale a 18,6 + 0,6 ng/ml. Les titres mesurés par hémagglutination (Marcelli et
col, 1981) sont égaux a 128 et 32 pour, respectivement, les globules rouges de
groupe sanguin A et A,.

Aprés centrifugation des surnageants de culture pour éliminer cellules et
débris résiduels, de I'azoture de sodium (Merck) a été ajouté a 0,1 % (p/v) pour

la conservation a 4°C.

C. Solutions et milieux de suspension des érythrocytes

= Tampon phosphate isotonique (PBS)
La composition du PBS est la suivante: 1,4 mM KH,PO4 (Merck), 10 mM
Na;HPO4.7H,0 (Sigma), 2,7 mM KCI (Prolabo), 137 mM NaCl (Prolabo) avec

un pH de 7,4. L'osmolarité est ajustée a 295 + 5 mOsm/kg par addition de NaCl

ou d’eau distillee.

= Solution de suspension pour la chambre de flux (PBS-HSA)

L'albumine humaine sérique (HSA) a 16,6 % (p/v), fournie par le service
d'immunohématologie (EFS de Brabois), a été utilisée a une concentration de
0,20 % (p/v) dans du PBS pour stabiliser les érythrocytes durant les
expériences effectuées dans la chambre de flux. A cette concentration,
I'albumine ne modifie pas les propriétés physico-chimiques des globules rouges
(Tha et col, 1988).

Differentes dilutions indépendantes de I'anticorps monoclonal sont

préparées dans cette solution: 1/1000, 1/1200, 1/1400, 1/1500 et 1/1600 pour
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les hématies de groupe sanguin A; et 1/400, 1/500 et 1/600 pour les hématies

de groupe sanguin A,.

= Solution de suspension pour I’érythroagrégamétre (PBS-Dx)

Du dextran de poids moléculaire de 70 kDa (Dx 70) a été dissous a une
concentration de 4,1 % (p/v) dans du PBS. Le dextran utilisé est un polymere
linéaire de D-glucopyranose (Pharmacia). La concentration choisie de Dx 70
permet d'atteindre une viscosité semblable a celle du sérum sanguin
(1,85 +£ 0,056 mPa.s). Cette derniére a été contrélée avec un viscosimétre
(Contraves LS30), a 37°C et a différentes vitesses de cisaillement.

Des dilutions géométriques de raison deux (de 1/8 a 1/128),
indépendantes, de I'anticorps monoclonal sont préparées dans cette solution.
Ces dilutions seront utilisées ensuite comme milieu de suspension des
erythrocytes pour les expériences d’agglutination.

Une solution identique (sans anticorps) a été utilisée pour préparer les

suspensions controles.
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II.  METHODES

A. Préparation des échantillons

Les échantillons sanguins sont centrifugés a température ambiante
pendant 5 minutes a 2 300 g. Les globules rouges forment un culot au fond du
tube, recouvert d'une fine couche légerement blanchatre correspondant a la
couche leuco-plaquettaire, elle-méme recouverte du plasma. Ce dernier et la

couche leuco-plaquettaire sont éliminés a l'aide d’'une pipette Pasteur.

Préparation des suspensions érythrocytaires pour la chambre de flux

Le concentré globulaire est remis en suspension dans environ quatre
volumes de PBS. Ensuite, trois lavages identiques dans du PBS-HSA (2 300 g,
5 minutes, température ambiante) sont effectués avant de resuspendre les
globules rouges dans du PBS-HSA a raison de 7 pl d’érythrocytes dans 10 ml
de PBS-HSA (soit une concentration d’environ 5,07 x 10° GR/ml). Cette
concentration érythrocytaire assure une distribution homogene en monocouche
sur la lamelle couvre-objet de la chambre de flux, aprés le processus de

sedimentation.

Préparation des suspensions érythrocytaires pour I’érythroagrégametre
L’hématocrite (H) du concentré globulaire est mesuré apres
centrifugation de I'échantillon sanguin dans un capillaire scellé (1,3 - 1,4 mm de
diameétre et 50 mm de longueur) a 10 000 g pendant 10 minutes. L'hématocrite
est lu a 'aide d'un abaque de lecture, en faisant coincider la ligne de séparation

entre les hématies et le plasma avec les lignes graduées en pourcentage. Le
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concentré globulaire est resuspendu dans la solution de PBS-Dx. L'hématocrite
de cette suspension est ajusté a 35 % (environ 3,58 x 10° GR/ml) a partir des

calculs suivants :

B g [2.1]
H-0.35
Volume du diluant (PBS - Dx) = II'S (cm?) [2.2]
+a
, ; 1.5 1
Volume du concentré globulaire=1.5 - - (cm™) [2.3]
+o
Dilution (D) de I'anticorps :
%(du Vol. diluant) d'Ac + D1 (du Vol. diluant) de PBS-Dx
[2.4]

B. Dosage des IgG par ELISA

La quantité d’anticorps fixés a la surface des érythrocytes dans les
différentes expériences a été estimée par une technique ELISA de type
sandwich qui permet de quantifier la concentration d'lgG en solution (Fleming et

col, 1988).

* Principe

La technique ELISA de type sandwich utilise deux anticorps qui
présentent une affinité pour I'analyte a doser (Ternynck et col, 1991). Ce
dernier se lie au premier anticorps adsorbé au fond des puits d’'une plaque de

microtitration. Le deuxiéme anticorps, couplé a une enzyme, se fixe avec
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I'analyte et I'addition d'un substrat de I'enzyme donne une réaction colorée

permettant de le quantifier grace a une gamme étalon.

= Méthode

Pour estimer la quantité d’anticorps fixés a la surface des érythrocytes dans
les differentes expériences, nous avons déterminé la concentration en IgG
murines dans les surnageants dilués de culture d’hybridomes avant incubation
avec les érythrocytes (concentration initiale). Aprés incubation dans les
conditions de travail établies pour chaque technique (hématocrite, température,
temps et agitation), les suspensions d’érythrocytes sont centrifugées a haute
vitesse (4000 g) pendant 2 minutes et la concentration en IgG du surnageant
est dosée (concentration du surnageant d’'incubation). La quantité d'anticorps
fixés est estimée par différence entre la quantité initiale et la quantité dans le
surnageant d'incubation.

Nous avons préparé différentes dilutions initiales de l'anticorps dans le
milieu de suspension correspondant a chaque technique (PBS-HSA pour la

chambre de flux et PBS-Dx pour I'érythroagrégameétre).

= Protocole

1. Revétement des plaques de microtitration
Un volume de 100 pul d'lg de chévre (réf AMI3401, Tago, Argene) anti-lg
(H+L) de souris a la concentration de 2,5 pg/ml dans du carbonate-
bicarbonate de sodium (Prolabo) 50 mM, pH 9,6 est déposé dans chaque
puits d'une plaque de 96 puits (Costar, haute fixation, réf 3590). La plaque

est laissée une nuit a 4°C.
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Entre chaque étape, cinq lavages avec du PBS contenant du Tween 20
(Sigma) a 0,05 % (v/v) (PBS-Tween) sont effectués.
2. Saturation des puits
La plaque est saturée avec 125 ul d’'une solution de gélatine de poisson
(Sigma) a 0,5 % (p/v) dans du PBS contenant du NaN3 (Merck) a 0,02 %
(p/v), et placée une nuit a 4°C.
3. Capture des IgG
L'étalon utilisé est un anticorps monoclonal murine purifi¢ dont la

concentration a été déterminée a la fois par spectrophotométrie a 280 nm en

utilisant £'™

lem

= 14 et par dosage de protéines utilisant la technique au BCA

(acide bicinchoninique). Les IgG étalons sont diluées de % en % dans du
PBS-Tween a des concentrations allant de 0,1 a 20 ng/ml. Les échantillons
a doser sont dilués dans le méme tampon et 100 ul de chaque dilution sont
déposés en double dans les différents puits. La plaque est placée 2 heures
a 37°C.

4. Révélation immunologique
Un anticorps de chévre dirigé contre les Igs de souris et couplé a la
peroxydase (réf AMI3404, Tago, Argene) est dilué au 1/1000 dans du PBS-
Tween et déposé a raison de 100 pl par puits. La plaque est de nouveau
placée 1 heure a 37°C.

5. Détection par le substrat chromogéne
Un volume de 100 pl de solution de substrat: TMB (3,3',5,5'-
tétraméthylbenzidine, Fluka) a 0,1 mg/ml dans du DMSO (diméthysulfoxide,
Sigma) + H,0, (Prolabo) a 0,01 % (v/v) dans du tampon acétate-citrate de

sodium 0,14 M, pH 6,0 est déposé dans les puits. La plaque est laissée a
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température ambiante jusqu’a obtention d'une coloration stable (10—
30 minutes). La réaction enzymatique est arrétée avec 25 pl d’'HSO4
(Prolabo) 2 M.
La lecture de la densité optique (DOuso) se fait a 450 nm dans un lecteur de
plaques (SLT.Spectra, Tecan).

6. Reésultats
La courbe DO4sp en fonction de la concentration de I'étalon permet de

déduire la concentration dans I'échantillon.

C. Chambre de flux

L'énergie d’adhésion d’agglutinats érythrocytaires soumis a l'effet d'un
cisaillement mécanique a été étudiée par observation microscopique en utilisant
une chambre de flux paralléle (Hochmuth et col, 1973 ; Chien et col, 1977,

1990 ; Pierres et col, 1996).

* Instrumentation

La chambre de flux parallele consiste en un microcanal de 18 mm de
largeur et 0,84 mm d’épaisseur sur une longueur de 43 mm. Le microcanal est
délimité a la face supérieure par une plaque en Plexiglas transparent (67 mm x
42 mm x 8 mm), et a la face inférieure par une lamelle couvre-objet en verre (53
mm x 78 mm x 0,32 mm, Esco, Erie Scientific). A chaque extrémité de la plaque
en Plexiglas sont découpées deux ouvertures rectangulaires avec un écart de

4 cm et connectées a I'extérieur. Ces connexions permettent de relier de fagon
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étanche un systeme de capillaires en Téflon a travers lesquels sont injectées ou
perfusees les differentes solutions a l'aide d'une pompe péristaltique
(Masterflex, Cole Palmer Instrument). En outre, les suspensions sont introduites
a I'aide d’une seringue connectée au systéeme de capillaires. La pompe permet
un contréle de la vitesse de perfusion de sorte que le flux uniforme et laminaire
dans le canal soit réglé avec précision. Un joint de Parafilm (American Can
Company) délimite le périmétre du microcanal et lui confére son épaisseur. Ce
joint est découpé de fagon a encadrer un rectangle central de 18 mm x 43 mm
avec une épaisseur de 0,84 mm (surface du canal = 774 mm® et volume
d’environ 650 mm?®). Un serrage par le vide permet une totale étanchéité de la

chambre (figure 12).

La contrainte de cisaillement (o, en mPa) dans la chambre de flux, est

obtenue a partir de I'expression suivante (Pierres et col, 1996) :

o= 2T-Q [2.5]
he 1

ol h et | sont la hauteur et la largeur du microcanal (en cm), Q le débit (en

cm®/s) et 1 la viscosité de la suspension (en mPa.s).
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Condensateur
Parois en
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Figure 12 : Schéma descriptif de la chambre de flux paraliéle.

La chambre de flux est placée sur la platine d'un microscope optique
inversé (IMT-2, Olympus). Ce microscope permet d’observer la sédimentation
en elle-méme d’'une part et les cellules aprés sédimentation d’autre part. Un
objectif avec grossissement de 60 x a été utilisé.

Le microscope optique est équipé d’'une caméra monochrome CCD
(Charged Coupled Device, CCD-IRIS SONY). Cette caméra est reliée a un

ordinateur, lui méme équipé d’'une carte graphique (frame grabber) permettant
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la digitalisation des images, et d’'un logiciel de traitement d’images (Visilog 5.1,

Noesis, France) (figure 13).

CHAMBRE
DE FLUX

MICROSCOPE
- OPTIQUE

i

LOGICIEL DE

ORDINATEUR -
e [RAITEMENT
= | DIMAGES

Figure 13 : Schéma général du dispositif experimental de la chambre de flux.

= Calibrage du microscope optique

Toutes les images expérimentales sont acquises avec une résolution de
512 x 512 pixels. Avant toute observation ou mesure, I'image doit étre calibree
avec précision, afin de connaitre la taille des cellules observées et pouvoir
mesurer les longueurs des parcours des cellules détachées. Pour cela, nous
utilisons un micrometre (E. Leitz GmbH) comportant 200 graduations de 0,01
mm chacune. Ce micrométre se présente en fait sous la forme d’'une lame
porte-objet avec une pastille placée en son centre ou sont gravées les
graduations utilisées pour le calibrage. Deux séries d’'images sont digitalisées :
une premiere série de dix images ou les graduations sont positionnées

verticalement, et une seconde série de dix images ou les graduations sont
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positionnées horizontalement. Par conséquent, chaque série comporte dix
images obtenues en différentes positions du micromeétre. L’acquisition terminée,
un traitement d'image permet : 1) de transformer I'image initiale (différents
niveaux de gris au niveau des graduations) en image binaire (noir pour les
graduations, blanc pour I'espace entre les graduations, thresholding-
binarisation) ; 2) d'affiner I'épaisseur des graduations en ne prenant en compte
qu'une ligne moyenne (morphology-skeleton). Cette procédure permet de
connaitre avec précision le nombre de pixels entre deux graduations séparées
de 0,01 mm. La valeur moyenne ainsi qu'un écart-type sont alors déduits des

dix valeurs obtenues et les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau Il : Calibrage du microscope optique.

Position des graduations
Calibrage de I'objectif 60 x

Horizontale Verticale

Nombre de pixel pour

10 m* 60,624 + 0,004 | 60,475 + 0,005
um

*Moyenne + écart type de 10 déterminations.

= Méthode

Dix ml d’'une suspension érythrocytaire a 0,067 % (v/v) dans du PBS-
HSA sont incubés avec la dilution appropriée de l'anticorps monoclonal a
température ambiante pendant 45 minutes. Cette incubation est réalisée dans
un agitateur a 3 trs/min pour produire une homogénéisation de la suspension et
favoriser la formation des agglutinats (Long et col, 1999). Ensuite, la
suspension érythrocytaire est injectée dans la chambre de flux totalement videe

pour éviter, d'une part, tout effet de dilution et d’autre part, une répartition non-
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homogéne des cellules dans le volume. Pendant son remplissage, la chambre
est maintenue en position verticale pour empécher le dépdét spontané de
cellules sur la lamelle et éviter la présence de bulles d’air dans le microcanal.
L'injection terminée, la chambre est placée horizontalement sur la platine du
microscope pendant 30 minutes, temps estimé suffisant pour que toutes les
cellules présentes dans le volume soient déposées a la surface de la lame en
verre. La sédimentation se fait en mode statique, aucun flux n’intervenant aprés
I'injection. Le processus de sédimentation terminé, les globules rouges adhérés
sur la lamelle inférieure du microcanal, sont observés au microscope optique.
Pour permettre un déplacement trés précis de la préparation lors de son
observation, la chambre de flux est fixée sur la platine du microscope, dont les
déplacements X et Y sont réalisés a l'aide des vis micrométriques.

La zone centrale du microcanal est balayée avec le microscope. Pour
chaque expérimentation un agglutinat de deux cellules totalement superposées
'une sur l'autre (doublet) est observé. Cet empilement se caractérise par une
intensité de gris différent de celle d'une cellule isolée et par le dédoublement
des cellules lors de la mise sous flux. Une premiére image, en mode statique,
est prise avant de commencer la perfusion de PBS-HSA dans la chambre. La
perfusion est faite a une vitesse de flux constante, laquelle est progressivement
augmentée jusqu'a atteindre une contrainte de cisaillement de 150 mPa (la
gamme de contraintes appliquées varie de 4 a 150 mPa). Les augmentations
de la vitesse de flux sont produites a intervalles de 30 secondes, au bout
desquels de nouvelles images sont prises. Ces intervalles de temps permettent
a la contrainte mécanique d’agir de fagon paralléle a I'interface des doublets en

produisant leur dissociation (figure 14). Ce processus continue jusqu'a ce que
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I'aire de contact du doublet ne représente que moins de 50 % et que la prise
d'images nettes ne soit plus possible a cause de la vibration des cellules
produite par le flux. Les images prises a chaque niveau de contrainte de

cisaillement sont digitalisées et enregistrées sur l'ordinateur pour leur analyse

ultérieure.
Statique o1 o2
c=0
- 20 =25
KL A LA AL A

Figure 14 : Schématisation du déplacement des érythrocytes d’un doublet sous

la contrainte de cisaillement produit par le flux (0 < o1 < ©7).

= Détermination de la contrainte de cisaillement o5

En raison de la faible épaisseur des globules rouges, ils apparaissent
faiblement contrastés au microscope, malgré ['optimisation des différents
réeglages optiques (luminosité, contraste). De plus, le niveau de gris d'un
érythrocyte n'est pas homogéne, en raison de sa forme discoidale biconcave.
Malgré un long travail de mise au point du traitement d'images, il nous est
apparu impossible de faire déterminer automatiquement la surface de
superposition des globules rouges par le logiciel. Nous avons donc choisi de
délimiter, a l'aide de la souris, le contour de l'aire de superposition entre les
deux globules rouges qui forment le doublet (figure 15). Ensuite, l'aire (en pmz)
de la surface délimitée est déterminée automatiquement par le logiciel selon la

relation de calibrage pixel-pm.
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> . Vue de face

8 - g et

0'0=0 Gn>0

Figure 15 : Schéma des aires de superposition du doublet a I'état initial (A et

sous une contrainte de cisaillement (A,).

Cing mesures de l'aire de superposition du doublet pour chaque image
sont effectuées, et le pourcentage de séparation a différentes contraintes de

cisaillement est calculé ;

% séparation = (A";—A").IOO [2.6]
ol A (en um?) est l'aire de superposition a I'état initial de repos (o, = 0) et A,

(en pmz) est l'aire de superposition sous une contrainte de cisaillement n (o).

Le pourcentage de séparation en réponse au flux en fonction de la
contrainte de cisaillement agissant sur les agglutinats est représenté sous
forme graphique. La contrainte de cisaillement (o5, en mPa) nécessaire pour
produire une séparation de 50 % de l'aire d’adhésion du doublet est ainsi

déterminée.
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= Détermination de I’énergie de dissociation

L'énergie de dissociation (ys, en N/cm) est définie comme I'énergie
nécessaire pour désagréger une unité d’aire membranaire. Cette énergie peut
étre determinée a partir du travail effectué par la contrainte de cisaillement
(Sung et col, 1985). L'énergie de dissociation totale impliquée dans la
separation de 50 % de I'aire d’adhésion est égale a I'énergie de dissociation par
unité d'aire (yq) multipliee par l'aire totale séparée (Asp). Cette énergie de
dissociation est équivalente au travail total réalisé. Le travail est le produit de la
force de cisaillement agissant sur I'érythrocyte de dessus par le déplacement
(d), c'est a dire, la distance parcourue par cet érythrocyte. La force agissant sur
I'érythrocyte de dessus est €gale a la contrainte de cisaillement (o, en mPa)
multipliée par l'aire de la surface de cette cellule soumise au cisaillement (A =
50 um?). Une simple déduction nous indique que pour une séparation de 50 %,
le déplacement du globule rouge de dessus est d'environ 4 um. Le travail total
effectué par la contrainte de cisaillement est donné par l'intégration de l'aire
sous la courbe calculée par la fonction correspondant a la force appliquée (o5 X
A) en fonction de la distance parcourue (dso) (figure 16).

Puisqu’il s'agit d’'une relation linéaire entre la force appliquée et le
déplacement de la cellule, I'aire d’intégration sous la courbe pour tout degré de

séparation correspond a un triangle et est calculée selon I'équation suivante :

_ (A.og).dg,

Ya-Asp = ) [2.7]
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5

3 (= AXog
- 3 o
g ! = (A XoggXdg) /2
8 2 |
o P

. ' —‘.'—lAd.‘_ 2 3 ds0
Distance (um)

Figure 16 : Travail effectué par la contrainte de cisaillement pour produire un
déplacement de d = 0 a d = ds.

D’aprés nos parameétres, I'équation peut s’écrire :

2
i T = 200 "2’”'4“’“ [2.8]

ou

Y4 = Og.4x10*cm [2.9]

equation qui permet de déterminer I'énergie d’adhésion du doublet a partir de la

valeur expérimentale de la contrainte de cisaillement oso.

D. Erythroagrégameétre

Les cinétiques d'agrégation, d'agglutination et de dissociation ont été
réalisées et enregistrées avec un Erythroagrégamétre (Régulest, Florange,

France).
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= |nstrumentation

L’appareil consiste en un viscosimetre de type Couette dont le cylindre
interne (d’'un diamétre de 15 mm) est fixe (Donner et col, 1988b). Une
circulation d’eau a l'intérieur de ce cylindre permet la régulation thermostatique
du viscosimétre. La température est controlée a +0,5°C par un bain
thermostatique. Le cylindre externe transparent (d'un diametre de 17 mm) est
mis en rotation par un moteur. Un systéme tachométrique permet de régler les
vitesses de rotation et d'appliquer a la suspension sanguine des taux de
cisaillement variables d'une facon controlée (de 5 & 500 s™). L’échantillon &
analyser est placé dans l'espace entre les deux cylindres coaxiaux dont

I'épaisseur est de 1 mm. Un plan de 'appareil est proposé dans la figure 17.

Echantillon
de sang

Statfor

-
-‘ DIODE LASER

o~

VISCOSIMETRE Lentille ~7

O -\‘\‘\"‘1
Filire ’Z'O/g
interferentiel \\\

ENREGISTREUR

Figure 17: Représentation schématique du dispositif expérimental de
I'érythroagrégametre (d’aprés Mills et col, 1981).

La source lumineuse est une diode laser émettant dans linfrarouge

(A=780 nm), ce qui réduit sensiblement les effets dus a I'absorption par

no



Matéricls et méthodes

I'hnémoglobine. La lumiere rétrodiffusée par la suspension sanguine est
enregistrée par un détecteur photoélectrique (photodiode) placé au-dessus de
la diode laser. Les orientations de la diode laser et du détecteur par rapport a
'axe du viscosimétre ont été établies afin d’obtenir un signal optimal. Un bras
articulé permet le déplacement vertical du cylindre interne et, donc,
I'introduction de I'échantillon sanguin a l'intérieur du viscosimeétre. L'appareil est
relié a un ordinateur de type PC qui, piloté par un programme spécialement
congu, procéde a la mesure automatique, a I'analyse des données et au calcul

des différents paramétres (figure 18).

/] M:ILJ |‘- e
— =
— |0 [—— e
| | ‘ A==\
e —— \‘
Echantillon = Imprimante
Ordinateur

Photb détecteur

LASER IR

A
\\

Figure 18 : Schéma général du dispositif expérimental de I'érythroagrégametre

(d’apres Rasia et col, 1996).
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= Méthode

Le systéme thermostatique de l'appareil est réglé a la température
optimale pour la réaction Ag - Ac du systeme ABO (20°C). Un volume de 1,5 ml
de la suspension de globules rouges (35 % de H) est homogénéisé par 30
inversions délicates pendant 30 secondes. La suspension est ensuite déposée
dans I'entrefer du viscosimetre.

L’échantillon est cisaillé pendant 10 secondes a fort taux de cisaillement
(400 sec”, c'est-a-dire environ 720 mPa) afin de dissocier totalement les
agglutinats. Le cisaillement est alors stoppé et une brusque augmentation de la
lumiére rétrodiffusée correspondant a la désorientation des particules en
suspension est enregistrée. Aprés l'arrét du cisaillement, la suspension reste
six minutes au repos. Cette période permet la production de collisions
erratiques de globules rouges afin de favoriser la formation des agglutinats et
d’atteindre I'équilibre de la réaction. Celle-ci se traduit alors par une diminution
progressive de lintensité lumineuse rétrodiffusée. Aprés cette période, la
réaction est considérée comme compléte et la remise en rotation du cylindre
extérieur applique la contrainte initiale pendant une minute (temps considéré
suffisant pour arriver a un « plateau » de dissociation maximale). Pendant cette
période, les agglutinats sont dissociés et I'appareil enregistre lintensité
rétrodiffusée toutes les 10 ms (soit un total de 6000 lectures enregistrées par

mesure).

= Détermination des parameétres de dissociation

L'estimation de I'énergie spécifique échangée pendant I'agglutination

cellulaire, exprimée en termes de surface de contact a I'état agglutiné, peut étre
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approchée par la mesure de la variation de la lumiére rétrodiffusée obtenue
pendant la dissociation des agglutinats cellulaires. Skalak et col (Skalak et col,
1990), font une proposition générale sur la conservation de I'énergie dans le
cas d'une augmentation ou diminution de l'aire d'adhésion entre les deux
cellules : la dérivée du travail produit par unité de surface (dw/dt) pour une
contrainte externe est proportionnelle a la variation de la surface de contact
commune (da) pendant le processus de séparation mécanique des cellules
adhérées :

O .

=y, 2.10
o = [2.10]

ol ye est I'énergie spécifique adhésive de surface (en N/cm).

Les changements de l'aire de surface de contact sont liés a I'énergie

fournie pour séparer les surfaces adhérées.

D'autre part il existe une corrélation entre lintensité de la lumiére
rétrodiffusée et l'aire spécifique (par unité de volume) des particules en
suspension (cellules et agglutinats). L'aire spécifique des surfaces adhérées

des cellules (¢pa) peut étre approchée par la différence entre les intensités de la

lumiere rétrodiffusée par les érythrocytes a I'état agglutiné et a I'état isolé.

O 9 _,_T [2.11]
by (O Iy

ou ¢ et ¢o sont les aires spécifiques des érythrocytes agglutinés et isolés

respectivement et r’ et ry les coefficients de réflexion diffuse ; toutes ces valeurs
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sont fonction du temps (Snabre et col, 1987). Lorsque les globules rouges sont
isolés (non-agglutinés), le coefficient de réflexion diffuse ro(t) prenne une valeur
constante qui se présente comme une ligne horizontale paralléle a 'axe du
temps (abscisse). Lorsque les globules rouges agglutinés sont dissociés, r'(t)
varie avec le temps et donne une courbe (appelée courbe de dissociation,

figure 19) qui peut étre ajustée par une expression du type exponentielle :

'(t)=1, -{1 _exp [- %ﬂ [2.12]

ol t représente un temps qui caractérise la vitesse d’augmentation de
I'intensité rétrodiffusée. Le temps écoulé entre le commencement du processus
de dissociation et le moment ou 90 % de la dissociation totale des érythrocytes

est atteinte, est appelé temps de dissociation (Tg).

[“

90 %

Temps (s)

Figure 19 : Courbe de dissociation.
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L’expression [2.12] peut étre transformée, par régression logarithmique,
en une droite dont la pente est M (égale a -1/7), laquelle est la droite de

régression de la courbe de dissociation.

ma-fo:~% [2.13]

0

Les agglutinats soumis a une contrainte de cisaillement constante sont
dissociés progressivement, ce qui entraine une diminution de l'aire de contact
da jusqu’a ce quelle devienne nulle (érythrocytes isolés). Ce processus
dépendant du temps permet une approche de I'énergie dépensée par une
intégration de la courbe de dissociation (réflexion diffuse en fonction du temps).
L'aire comprise sous chaque courbe représente I'énergie restante (énergie qui
n'a pas été dépensée dans le processus de dissociation), donc I'aire rapportée
a l'échantillon non agglutiné (Sp) représente I'énergie totale fournie par
I'appareil (figure 20).

r
o échantillon non agglutiné

'

e

échantillon agglutiné

Sy

Temps &

Figure 20 : Calcul de I'énergie relative Ep dépensée par la dissociation des
agglutinats (d’aprés Rasia-Valverde et col, 1997).
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Ainsi, le travail dépensé pour dissocier totalement les agglutinats

érythrocytaires est proportionnel a 'aire S :

§=(SU—S,)= I(t;:,—r’)-dtzr(,-j-[l—r_—,J-dt [2.14]

Iy

ol Sy représente I'énergie restant de la dissociation des agglutinats. Alors, on
peut définir un parameétre non dimensionnel d'énergie de dissociation (Ep) qui

peut étre approché par :

oS8, Jo-r)-a 2.15)
o So I, - dt

Lorsque la rotation du cylindre extéerieur est arrétée, les parametres

dynamiques de dissociation nous sont donnés :

M : Pente de la droite de régression logarithmique de la courbe de dissociation.
C'est la valeur inverse du temps caractéristique de dissociation .

B : Ordonnée a l'origine de la droite de régression logarithmique de la courbe
de dissociation.

CC : Coefficient de correlation de la regression logarithmique de la courbe de
dissociation.

So: Surface au-dessus de la courbe de dissociation de la suspension non-
agglutinée.

S;: Surface au-dessus de la courbe de dissociation de la suspension

agglutinée.
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Ep : Paramétre d'énergie de dissociation.
Ty : Temps de dissociation final, correspondant au moment ou le 90 % de la
dissociation totale des agglutinats est atteinte.

PR : pente du commencement de la courbe de dissociation.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Le présent chapitre décrit et analyse les résultats obtenus dans notre
etude expérimentale. Celle-ci porte sur la détermination de I'énergie d’adhésion
des agglutinats de globules rouges de groupe sanguin A, induits par un
anticorps monoclonal spécifique. Deux techniques rhéo-optiques différentes
sont utilisées. Toutes deux utilisent une contrainte de cisaillement pour produire
la dissociation des agglutinats, mais les mesures sont effectuées a des niveaux
différents. Dans une premiére approche, les déterminations sont faites
directement sur le doublet érythrocytaire (chambre de flux). Ainsi, une mesure
précise du processus de la dissociation cellulaire est obtenue au niveau
microscopique. Dans une seconde approche, les déterminations sont faites sur
la suspension d’'agglutinats, et donnent un résultat global et moyen du

phénomeéne (érythroagrégameétre).

La premiere étape de notre travail avait pour but de déterminer I'énergie
d’adhésion des agglutinats, par la technique de la chambre de flux paralléle.
Les doublets, soumis a une contrainte de cisaillement, sont observés au
microscope et les images prises sont enregistrées. L'analyse de ces images

permet d'obtenir une mesure de I'énergie d’adhésion au niveau microscopique.

Dans une deuxiéme étape, notre but était d'évaluer au moyen de
I'érythroagrégametre I'énergie de dissociation par la mesure du flux lumineux

retrodiffusé par des agglutinats en suspension. Ceux-ci sont soumis a une
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contrainte de cisaillement constante dans I'entrefer d'un viscosimeétre du type
Couette. Ces travaux succedent a ceux de Donner (Donner et col, 1988b) et
Rasia (Rasia et col, 1996, 1997), qui avaient déja utilisé cette technique dans
notre laboratoire. Leurs études portaient sur l'agrégation érythrocytaire et
I'agglutination induite par des lectines et par des anticorps aussi bien

polyclonaux que monoclonaux.

Finalement, les résultats obtenus par les deux méthodes d’approche du
phénoméne de dissociation cellulaire (approche globale et approche

microscopique) seront comparés.
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l. APPROCHE MICROSCOPIQUE. CHAMBRE DE FLUX

Dans cette partie de notre travail expérimental, nous nous proposons de
déterminer I'énergie d'adhésion intercellulaire d'un doublet (agglutinat de deux

cellules) soumis a une contrainte de cisaillement variable contrélée.

Il faut tout d'abord préciser que nous avons réalisé des essais
préliminaires en vue de contrdler la spécificité de I'anticorps. Dans ce but, des
globules rouges des groupes sanguins B et O ont été utilisés dans les
conditions expérimentales établies. Les observations microscopiques de ces
suspensions a l'intérieur de la chambre de flux n'ont pas montré la présence
d'agglutinats, mais uniquement la formation d’'une monocouche due a la

sédimentation des érythrocytes (Lavalle et col, 1996).

Détermination de la contrainte de cisaillement o5

Contrairement a ce qui a été observé au cours des controles
préecédemment décrits, les observations microscopiques des suspensions des
globules rouges A; et A, ont montré la présence d'agglutinats de difféerentes
tailles (nombre variable d'érythrocytes) induits par 'anticorps monoclonal. Parmi
eux, les agglutinats de deux cellules dont la cellule inférieure adhére a la

lamelle inférieure du microcanal, ont été choisis pour I'étude de dissociation
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dans I'écoulement. De ce fait, les dilutions d’anticorps ont été choisies de fagon
a obtenir ces agglutinats de deux cellules. Etant donné que la quantité de
déterminants antigéniques des globules rouges A4 et A, n'est pas la méme (cf.
page 53), les dilutions ont été différentes pour chaque groupe sanguin : de
1/1000 a 1/1600 pour les érythrocytes A; (environ 1 x 10° déterminants
antigéniques par cellule) et de 1/400 a 1/600 pour les érythrocytes A, (environ
3 x 10° déterminants antigéniques par cellule). Des dilutions plus élevées
entrainaient une non-formation d'agglutinats, tandis que des dilutions moins
élevées entrainaient la formation d'agglutinats de plus grande taille, sans

possibilité de trouver des doublets.

Les globules rouges et les agglutinats sédimentés adhérent d’'une fagon
presque irréversible a la surface de la lamelle inférieure du microcanal. Nous
avons constaté qu'ils restent toujours adhérés par une petite aire de contact
malgré les importantes contraintes mécaniques appliquées (jusqu'a 150 mPa).
Ceci est en accord avec les travails de Tromler (Tromler et col, 1985) et Xia

(Xia et col, 1993).

La transparence de la chambre de flux et l'utilisation d’'un microscope
inversé ont rendu possible I'observation du processus de dissociation des
doublets sous contrainte de cisaillement. Cette contrainte agit de fagon parallele
a l'interface du doublet en produisant leur dissociation. Lors de I'application du
flux, l'érythrocyte du dessus du doublet est partiellement detaché de
I'érythrocyte du dessous, lequel reste adhéré a la surface inférieure du

microcanal (figure 21). Par conséquent, 'aire d’adhésion initiale (ou aire de
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contact) entre les deux cellules décroit selon un pourcentage (% de séparation,

cf. page 95).

Figure 21 : Images acquises au microscope optique d'un doublet soumis a différentes
contraintes de cisaillement ¢ ;. 1) 0 = 0 mPa, 2) 6 = 4,8 mPa, 3) 0 = 13,2 mPa, 4) o =
35,4 mPa, 5) o = 63,2 mPa et 6) o = 96,5 mPa (objectif x 60).

Les figures 22 et 23 représentent les courbes issues de calcul
d’approximation non-linéaire des résultats expérimentaux de pourcentage de
séparation mesuré en fonction de la contrainte de cisaillement agissant

respectivement sur les doublets de globules rouges A; et A;.
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% de séparation
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Figure 22 : Courbes issues de calcul d’approximation non-linéaire de
pourcentage de séparation des doublets de groupe A; en réponse a la
contrainte de cisaillement. Les dilutions d’anticorps utilisées sont les suivantes :
¥1/1000 (n = 8), ¥ 1/1200 (n = 8), ® 1/1400 (n = 10), A 1/1500 (n = 8) et ¢

1/1600 (n = 8).
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Figure 23 : Courbes issues de calcul d’approximation non-linéaire de
pourcentage de séparation des doublets de groupe A, en réponse a la
contrainte de cisaillement. Les dilutions d’anticorps utilisées sont les suivantes :
® 1/400 (n = 4), W 1/500 (n = 4) et A 1/600 (n=5).
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Lorsque la contrainte de cisaillement augmente, la zone d’adhésion entre
les deux cellules diminue progressivement et l'aire de séparation augmente.
Les courbes sigmoidales présentent une pente qui diminue progressivement au
fur et a mesure que la contrainte de cisaillement augmente. Cette évolution
montre que la vitesse de séparation diminue en méme temps que la contrainte

de cisaillement augmente (Skalak et col, 1981, 1990).

A partir de ces résultats, nous avons déterminé la contrainte de

cisaillement (osp) nécessaire pour produire une séparation de 50 % de laire

d’adhésion entre les deux érythrocytes du doublet. Les valeurs de osp pour

chaque dilution de I'anticorps sont présentées dans le tableau IV :

Tableau IV : Valeurs de oso pour les globules rouges A, et As.

2R Ul d’eﬁsg:izrneces (258;)
1/1000 8 115,25 + 28,09°
1/1200 8 88,43 + 18,13°

Aq 171400 10 83,22 + 18,95°
171500 8 73,85+ 17,10°
1/1600 8 67,57 + 16,14¢
17400 4 88,25 + 10,01?

Az 1/500 4 73,82 + 5,067
1/600 5 59,64 + 8,14°

*Moyenne + écart type.

Limite de signification de la distribution de Student: * p < 0,05 par comparaison aux
autres dilutions; ° p < 0,05 par comparaison & 1/1000 et 1/1600); © p < 0,05 par
comparaison & 1/1000; ¢ p < 0,05 en comparaison a 1/1000 et 1/1200),
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Dans le cas des globules rouges A; les contraintes de cisaillement osg
présentent des différences significatives (p < 0,05) pour chaque dilution. Tandis
que pour les globules rouges A les o5 présentent des différences significatives
entre les dilutions 1/1000 et les autres dilutions et entre 1/1200 et 1/1600. Cette
technique ne permet donc pas de mettre en évidence des faibles différences en
concentration d'anticorps surtout a des basses dilutions.

Par ailleurs, les valeurs de o5y sont du méme ordre de grandeur pour les
deux sous-groupes de globules rouges (A et Az), mais avec des dilutions de
I'anticorps totalement différentes. Trois fois plus d’anticorps sont nécessaires,
pour une méme contrainte de cisaillement, pour séparer les doublets A
comparativement aux doublets As. Ceci est en accord avec la différence de
densité antigénique de ces deux sous-groupes sanguins. En effet, les globules
rouges A; présentent environ 1 x 10° molécules antigéniques a leur surface,
alors que les globules rouges A, en ont trois fois moins (environ 3 x 10°

molécules).

Ces expériences ont été effectuées pour des agglutinats ayant différents
niveaux de densité en anticorps sur la membrane cellulaire. Nous avons estimeé
la densité en anticorps (D, en molécules/um?®) sur la membrane des
erythrocytes a partir de I'équation (Sung et col, 1985) :

B.N

L L [3.1]
PM.N.,.A,

ol B est la concentration d'anticorps fixés (en ng/ml) déterminée par une

technique ELISA de type sandwich (cf. page 85), PM est le poids moléculaire
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de lanticorps (150 kDa), N est le nombre d’Avogadro (6,02 x 10%
molécules/mol), N est la concentration de globules rouges dans la suspension
(5,07 x 10° GR/ml), et A; est l'aire de la membrane érythrocytaire (= 150 um?).
Les valeurs de D caractérisant les globules rouges A¢ sont réunies dans le

tableau V :

Remarque : Cette étude a été réalisée uniqguement sur des globules rouges de
groupe A;. Il a été impossible de faire cette étude sur les globules

rouges A; en raison du faible nombre d’'échantillons de ce sous-groupe.

Tableau V : Densité en anticorps sur la membrane estimée pour les globules

rouges A;.
Riluuon [Mat;}rﬂf;é* (10‘2moI£:;Iesmm2)
1/1000 10,34 + 0,41 5451 + 216
1/1200 7,70+ 0,32 4059 + 169
1/1400 7,20 + 0,51 3796 + 269
1/ 1500 6,40 + 0,48 3374 + 253
1/1600 5,17 + 0,77 2726 + 406

*Moyenne + écart type de 2 expériences.

Au fur et a mesure que la densité en molécules d’anticorps augmente a
la surface du globule rouge, la contrainte de cisaillement (o50) nécessaire pour
obtenir 50 % de l'aire d’adhésion au niveau du doublet augmente également
(figure 24). Une corrélation significative existe entre ces deux parametres
(r=10,987).
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Figure 24 : Relation entre la densité des molécules d’'anticorps a la surface

erythrocytaire et o5 pour des érythrocytes A, (r = 0,987).

Détermination de I’énergie de dissociation

En considérant que I'énergie de dissociation y4 (en N/cm) peut étre

déterminée a partir du travail effectué par la contrainte de cisaillement (cf.

page 96), nous avons utilisé I'équation [2.9] proposée par Sung et col (Sung et

col, 1985) pour la calculer a partir de la détermination expérimentale de la

contrainte de cisaillement osp.

Les valeurs de y4 des doublets, pour différentes densités d'anticorps,

sont rassemblées dans le tableau VI.
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Tableau VI : Valeurs de y, pour les globules rouges A;.

GR (1 O'2molgcules!pm2) (1 OngT’om)
5451 + 216 461+1,12
4059 + 169 3,54 +0,73
A 3796 + 269 3,33 + 0,76
3374 + 253 2,95+ 0,68
2726 + 406 2,70+ 0,65

*Moyenne + écart type.

Il existe une corrélation directe entre yq et D (r = 0,987). Nous avons
obtenu un rapport v / D de 8,92 + 0,50 x 10""® N.cm par molécule d’anticorps,

valeur qui représente I'énergie impliquée dans la liaison antigéne-anticorps.
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.  APPROCHE GLOBALE. ERYTHROAGREGAMETRE

Dans cette partie, nous évaluerons I'énergie de dissociation des
agglutinats induits par I'anticorps monoclonal sur des échantillons soumis a une
contrainte de cisaillement constante dans [l'entrefer d'un viscosimétre

transparent du type Couette, par rétrodiffusion laser.

Bien que I'érythroagrégametre fournisse des parameétres cinétiques et
structuraux de la dissociation des agglutinats (cf. page 104), nous avons choisi
les parameétres dynamiques permettant de quantifier au mieux et de maniére
reproductible le phénomeéne de la dissociation érythrocytaire. De ce fait, nous
avons retenu le temps de dissociation final (Ty), le temps caractéristique de
dissociation (1) et le paramétre d’énergie de dissociation (Ep) pour analyser ce

phénomene.

Des résultats préliminaires nous ont permis de valider la méthode, pour
notre protocole expérimental. A partir des résultats obtenus sur 10 aliquotes de
deux échantillons de différents sous-groupes A, nous avons pu déterminer la

précision et la sensibilité de la méthode.
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Evaluation de la précision de IPappareil

Nous avons évalué la précision de I'appareil par le calcul du coefficient
de variation sur 10 déterminations intra-essais réalisées sur des aliquotes
d’échantillons de sang d’'un donneur sain de groupe A;. Ces déterminations
sont realisées a chacune des quatre dilutions de I'anticorps (1/8, 1/16, 1/32 et
1/64). Pour chaque dilution de l'anticorps sont calculés la moyenne (Mo),
I'écart-type (ET) et le coefficient de variation (CV) correspondants aux
principaux parameétres dynamiques de dissociation : Ty, © et Ep. Les résultats

sont présentés dans le tableau VI :

Tableau VIl : Résultats statistiques des parameétres de dissociation.

T4 (s) T (8) Ep
Mo + ET CV (%) Mo + ET CV (%) Mo + ET CV (%)

Dilution

1/8 |12,42+0,59 4,75 1,55 + 0,10 6,45 70,31 + 3,02 4,29
1/16 | 6,21 +0,33 5,31 1,18 + 0,08 6,78 49,79 + 1,87 3,75
1/32 | 3,77+0,19 5,04 0,93 + 0,07 7,52 33,07 +1,23 3,72

1/64 | 1,59+0,08 5,03 0,74 £ 0,04 5,40 18,26 + 0,76 4,16

Mo + ET - 5,03+0,20 - 6,54 + 0,76 - 3,98+0.25

Nombre d'expériences = 10 ; Mo : moyenne ; ET : écart type ; CV : coefficient de variation

Ces résultats statistiques montrent les differents comportements des
parameétres de dissociation. Ep présente la valeur du coefficient de variation la
moins élevee, ce qui rend ce parametre le moins variable, tandis que t présente
la valeur la plus élevée. Cependant, ces trois parameétres présentent des

coefficients de variations inférieures a celles d’'un auto-analyseur avec des CV
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qui varient entre 12 et 17,5 % (Ropars et col, 1981). De ce fait, nous pouvons
dire que la méthode présente une précision importante et peut étre utilisée dans

notre étude avec confiance.

Evaluation de la sensibilité de la méthode

Pour evaluer la sensibilité de la méthode de dissociation, nous avons
choisi des globules rouges de deux sous-groupe A différents. Ces sous-
groupes présentent des densités antigéniques nettement distinctes, ainsi qu’'on
I'a déja montré (cf. page 54) et donc une intensité d’'agglutination différente. Les
érythrocytes A; ont environ 1 x 10° molécules d’antigéne par globule rouge
(forte agglutination), tandis que les As; ont, en moyenne, 3 x 10* molécules
d'antigéne exprimées d'une fagon hétérogene sur les érythrocytes chez un
méme individu. lls présentent une agglutination faible en double population
(Salmon et col, 1991). Ces derniers présentent un pourcentage d’agglutination
face a des anticorps anti-A qui est de 63 + 10 %, comparativement aux 95 + 3
% calculé pour des globules rouges Ai. En raison de la basse fréquence du
phénotype A; (de l'ordre de 0,06 % des phénotypes A), il était trés difficile
d’'obtenir des échantillons de ce groupe. Nous avons alors preparé un modele
biologique correspondant aux conditions d’agglutination relatives a ces
érythrocytes. Pour cela, nous avons mélangé des globules rouges de groupe O
et A1 dans les proportions 40-60 % respectivement. Tous les essais sont faits a
la méme dilution de l'anticorps (1/8). La difference normalisée (DN) pour les

parameétres Tq4, T et Ep de 10 essais de chaque échantillon est calculée selon

I'équation :
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DN — différence des moyennes ~ 2.(M, - M,)

. = — [3.5]
moyenne des écart —types  (ET, + ET,)

Selon Stuart et col (Stuart et col, 1989), la différence normalisée est une
valeur utile pour mesurer la puissance d'un parametre dans la détection des
différences entre deux groupes de déterminations. La DN obtenue sur une
quantité suffisante d’échantillons et avec un niveau statistique de signification,
est directement proportionnelle a la puissance du paramétre et a la probabilite
de détecter des différences entre les groupes. Plus la DN est grande, plus il y a
de probabilité de détecter une différence. Les résultats obtenus pour les
parametres dynamiques de dissociation sont présentés dans le tableau

suivant :

Tableau VIII: Valeurs de la différence normalisée pour les paramétres de

dissociation.
Parameétres A4 Modele A3 DN
Ty () 12,42 + 0,59 10,21 + 0,63* 3,62
T () 1,65 £.0,10 1,24 + 0,09* 3,26
Ep 70,31 + 3,02 56,42 + 3,10* 4,54

Moyenne + écart type de 10 expériences; DN : différence normalisée.
*Limite de signification de la distribution de Student : p < 0,05 par comparaison a A,

Ces trois parameétres présentent une sensibilité différente face a la méme
difference de capacité d’agglutination. Le parametre d’énergie Ep présente la
valeur de DN plus élevée, la probabilit¢ de détecter des différences

significatives entre les groupes sera plus importante.
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En considérant les valeurs de la différence normalisée et du coefficient
de variation, le paramétre Ep (DN plus élevée et CV plus petit entre les trois
parametres déterminés) se révéle comme le plus approprié pour la

détermination de la puissance d’adhésion cellulaire.

Détermination des parameétres dynamiques de dissociation

Nous avons déterminé les parametres de dissociation sur des
echantillons d’érythrocytes de difféerents groupes et sous-groupes ABO en
présence de I'anticorps monoclonal anti-A. Pour cela, des globules rouges A4
(n=30), A2 (n = 8) et A\B (n = 7) sont utilisés dans une solution PBS-Dx a
hématocrite 35 %, avec des dilutions géomeétriques de raison deux de
I'anticorps monoclonal (de 1/8 a 1/128). Les dilutions de [I'anticorps sont
choisies de maniére a obtenir des conditions expérimentales dans les limites de
détection de [l'appareil. Les solutions d'anticorps plus concentrées
(dilution > 1/8) entrainent la formation d'agglutinats de grande taille. Ces
agglutinats ne sont pas totalement dissociés par la contrainte de cisaillement
appliquée. La dissociation totale n'est pas atteinte, et le calcul des paramétres
effectué par I'appareil est donc incorrect. Les solutions d’anticorps plus diluées
(dilution < 1/128) entrainent la formation de petits agglutinats qui donnent des

résultats dans les limites de détection de I'appareil.

Les contréles sont réalisés sur des globules rouges de groupe B (n = 10)
et O (n = 10) resuspendus dans la méme solution et avec les mémes dilutions

de l'anticorps. Nous avons fait également un contréle de chaque échantillon
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utilisé, en resuspendant les érythrocytes dans la solution PBS-Dx sans
anticorps. Ce contrdle permet d’évaluer I'agrégation non-spécifique produite par
le Dextran 70 sur les globules rouges. Les résultats sont présentés sur les
figures 25 (Tq), 26 () et 27 (Ep). Une échelle double logarithmique est adoptée
car elle permet de faire une comparaison simple des droites de régressions
linaires. Les droites horizontales représentent la moyenne et I'écart type des

mesures obtenues pour les échantillons resuspendus dans du PBS-Dx sans

anticorps.
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Figure 25: Temps de dissociation final (T4) pour les globules rouges O (&,
n=10) et B (@, n = 10) en présence de différentes dilutions de I'anticorps. Les
droites horizontales représentent la moyenne (—) et I'écart type (--) des

contréles sans anticorps.
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Figure 26 : Temps caractéristique de dissociation (t) pour les globules rouges O
(A, n=10) et B (@, n = 10) en présence de différentes dilutions de I'anticorps.
Les droites horizontales représentent la moyenne (—) et I'écart type (--) des

contrbles sans anticorps.
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Figure 27 : Parameétre d’énergie de dissociation (Ep) pour les globules rouges O
(A, n=10) et B (®, n = 10) en présence de différentes dilutions de I'anticorps.
Les droites horizontales représentent la moyenne (—) et I'écart type (--) des

contrles sans anticorps.
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Les valeurs obtenues pour les échantillons O et B avec les différentes
dilutions de l'anticorps n'ont pas montré des différences significatives (p > 0,05)
par rapport aux valeurs obtenues avec les échantillons de tous les groupes et
sous-groupes sanguins resuspendus dans du PBS-Dx sans anticorps. Aucune
variation en relation avec la dilution de I'anticorps n'a été montrée. Ces résultats
de contréles confirment la spécificité de I'anticorps par I'antigéne A du groupe
sanguin ABO, étant donné que cet anticorps ne réagit pas et ne produit pas
d'agglutination d’érythrocytes ne portant pas ces antigenes de surface. lls
montrent également, que la capacité agrégeante du Dextran 70 a 4,1 % sur les

globules rouges peut étre considérée comme négligeable.

Les déterminations faites avec les globules rouges A, A, et A{B ont
montré un fort degré d'agglutination lorsque nous les avons comparé aux
contréles menés avec des érythrocytes O et B (agrégation négligeable et non-
agglutination). De plus, il existe une corrélation significative entre la dilution de
'anticorps et les paramétres de dissociation (r > 0,983). Lorsque la
concentration de [l'anticorps augmente, les paramétres de dissociation
augmentent progressivement. Ces résultats sont présentés dans les figures 28

(Ta), 29 (1) et 30 (Ep).
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Figure 28: Temps de dissociation final (T4) en fonction de la dilution de
lanticorps (moyenne + écart type). Les droites de régression linéaire
correspondent aux différents groupes sanguins : A A; (n =30, r=0,952), ® A,
(n=8,r=0919),MAB(n=7,r=0,956), ¥ O (n=10) et ® B (n = 10).
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Figure 29 : Temps caractéristique de dissociation (t) en fonction de la dilution
de lanticorps (moyenne + écart type). Les droites de régression linéaire
correspondent aux différents groupes sanguins: A A (n=30;r=0,991), ® A,
(n=8;r=0,989),@AB(n=7;r=0,996), ¥ O (n=10) et ¢ B (n=10).
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Figure 30 : Parameétre d’énergie de dissociation (Ep) en fonction de la dilution
de l'anticorps (moyenne + écart type). Les droites de régression linéaire
correspondent aux différents groupes sanguins: A A; (n =30 ;r=0,988), ® A,
(n=8;r=0,989),@AB(n=7;r=0,983), ¥ O(n=10) et ® B (n=10).

Les paramétres des droites de régressions linéaires ont été calculés a

partir des graphiques et sont présentés dans le tableau IX.

1A
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Tableau |X: Parametres de régressions linéaires calculés a partir des

graphiques.
AB? 51,24 +561°  -394+0,41° 0,956 + 0,016
A 4554 +7,80° -3,48+0,56° 0,952 + 0,036
Ta () A 4490 +826° -346+062° 0,919+ 0,034
o 042+0,10  -2x10°+0,008 -
B¢ 0,39+0,08  -1x10°+0,39 -
A.B 441+024"  -029+0,01" 0,996 + 0,002
A 4,08+0,259  -0,27+0,019 0,991+ 0,009
T (8) A; 400+0219  -0,26+0,019 0,989 + 0,006
0 0,24 +0,15 -6x10° +0,01 s
B 0,12 + 0,04 3x10° +0,005 .
AB 276,88 + 11,73" -20,55+0,65" 0,983 + 0,008
A 24533 + 3345° -18,07 +2,279 0,988 + 0,006
Ep A, 244,90 + 23,819 -18,24+1,50° 0,989 + 0,005
@) 1,26 + 2,20 0,01 + 0,09 s
B 3,36 + 2,34 -0,16 + 0,12 ;

*Moyenne + écart type ; >n=7,"n=30,°n=8, “n =10 ;

Limite de signification de la distribution de Student: ®p > 0,05 ; p < 0,05 par comparaison a A,
et A;; %p < 0,05 par comparaison a A;B.

Lorsque nous analysons les regressions linéaires pour les globules
rouges A; et A; des trois parameétres de dissociation, nous n'observons aucune
différence significative (p > 0,05) entre les pentes et les ordonnées a l'origine
des ces deux sous-groupes. Par contre, la pente et 'ordonnée a l'origine des
régressions de t et Ep pour les globules rouges A{B, présentent une différence
significative (p < 0,05) par rapport aux autres groupes. Ces résultats de A1B ne

coincident pas avec ceux obtenus par Rasia et col. (sous presse) avec des
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anticorps monoclonaux spécifiques de groupes sanguins A (anti-A P47-2) et B
(anti-B P47-4B6). Ces auteurs n'ont pas trouvé de différences significatives
entre les droites de régressions obtenues pour les globules rouges As et AB
face a l'anticorps anti-A, ainsi que pour les globules rouges B et A1B face a

I'anticorps anti-B.

Détermination de I’énergie de dissociation

Les expériences de dissociation des agglutinats par contrainte de
cisaillement ont été effectuées avec des échantillons présentant différents
niveaux de densité d'anticorps sur la membrane érythrocytaire. A partir d'une
technique ELISA de type sandwich, nous avons estimé la concentration en
anticorps fixé sur les globules rouges A4, dans les conditions expérimentales
définies ci-dessus (cf. page 86). Une fois la concentration connue, la densité en
anticorps (D, en molécules/um?) sur la membrane des érythrocytes peut étre
estimée a partir de I'équation 3.1 (cf. page 114). Les valeurs obtenues sont

rassemblées dans le tableau X.

Tableau X : Estimation de la densité en anticorps a la surface des globules
rouges de groupe A;.

Dilution [Mab] fixe* D*
(ng/ml) (10 °molécules/im?)
1/8 1926,5 + 15,3 1440 + 11
1/16 9222 £+ 147 689 + 11
1/32 516,6 £ 10,1 386 +7
1/64 226/1:17,8 169 £ 6
1/128 103,6 + 8,6 77+6

*Moyenne + écart type de 2 expériences.
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A partir de la détermination expérimentale du paramétre d’énergie de
dissociation (Ep), nous avons estimeé I'énergie spécifique d’adhésion (ye) pour la
réaction antigéne-anticorps.

Au fur et a mesure de I'augmentation de la contrainte de cisaillement
dans un flux laminaire, les cellules externes constitutives des agglutinats sont
séparées par le flux comme s'il s’agissait de rubans adhésifs. La théorie de
Derjaguin (Derjaguin et col, 1975) met en rapport la force de rupture Fg avec
'énergie spécifique d'adhésion de surface (y) et le rayon moyen de courbure
(Rc) de la membrane impliquée dans l'adhésion un instant avant la rupture de
'adhésion. La séparation totale est réussie au moment ou la contrainte de
cisaillement, agissant sur l'aire superficielle des agglutinats (Ag), atteint la

valeur critique og (contrainte de cisaillement critique) :
F:=2n.R_.y= oy A, [3.6]

Par conséquent, I'énergie spécifique de surface (ye.), qui maintient les
globules rouges adhérés dans l'agglutinat peut étre calculée a partir des
données expérimentales obtenues dans un flux de type Couette, en utilisant
I'équation de Derjaguin :

. L | 3.7]
2n. R,

ol y est le coefficient de réglage, en relation avec I'orientation aléatoire et la
forme des agglutinats, dans un flux de cisaillement critique. On peut donc
ecrire :

o, =E,.0 [3.8]

D
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ou o est la contrainte de cisaillement (en mPa) appliquée par I'appareil.

Finalement,

A,.0
=y, E 3.9
Ye = 2. R, D [3.9]

equation qui exprime I'énergie speécifique de surface d’adhésion, appelée aussi

energie de fracture (Snabre et col, 1987).

A partir des résultats obtenus avec la chambre de flux, nous avons
estimé I'énergie de dissociation (ye, en N/cm) correspondant a la densité (D, en
moléculesfpmz) des molécules d’anticorps sur la membrane érythrocytaire dans
les conditions expérimentales de I'érythroagrégameétre. Les résultats obtenus

sont rassemblés dans le tableau XI.

Tableau Xl : Energie de dissociation estimée pour les érythrocytes A, a différentes

dilutions de I'anticorps.

D*a

(10molécules/um?) Ep*® (10'9Y§J!cm)
1440 + 11 71,55+ 10,38 1,258
689 + 11 50656+ 1033 0,602

386 +7 34,87 £ 9,14 0,337
169 £ 6 16,49 £+ 5,39 0,148
77+6 579 + 1,94 0,067

h=2:"n=230,r=0,828 entre D et Ep
*Moyenne + écart type
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Si on considére que R, = 10 cm, Ay =50 x 10® cm? (Snabre et col,
1987), o = 720 mPa, la valeur de y peut étre alors déterminée. Nous avons
obtenu une valeur égale & 2,08 x 10™.

A partir de ces valeurs, nous avons estimé que I'énergie de dissociation
est égale a 8,73 x 107" N.cm par molécule d'anticorps, résultat qui met en
évidence la sensibilité et la faisabilité de la méthode pour la détermination de

I'énergie de liaison intercellulaire.

lll. DISCUSSION

Nous avons déterminé I'énergie impliquée dans le processus de
dissociation cellulaire a I'aide de deux approches différentes. Toutes deux sont
des méthodes non invasives. Elles permettent la détermination de phénoménes
réversibles, telle [I'agglutination immunologique. Nous avons utilisé des
agglutinats érythrocytaires induits par un anticorps monoclonal comme modéle
expérimental d’interaction cellulaire spécifique. Une contrainte de cisaillement
est utilisée dans ces deux techniques pour produire la dissociation cellulaire.
Dans la chambre de flux, cette contrainte agit de fagon parallele a l'interface du
doublet fixé a la surface inférieure du microcanal. Elle produit le déetachement
progressif de la cellule du dessus du doublet. L'observation de la séparation

produite sur un agglutinat isolé nous a permis de déterminer la relation entre la
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contrainte de cisaillement appliquée (c) et le pourcentage de séparation des
cellules du doublet. A partir de ces résultats nous avons calculé I'énergie de
dissociation (y4) impliquée dans ce processus. Les résultats sont obtenus avec
précision et au niveau microscopique, mais la grande variation de conditions
expérimentales (points de fixation de la cellule de dessous a la lamelle,
emplacement des agglutinats proches, choix des doublets pour I'observation
microscopique, collisions avec des agglutinats décrochés de la lamelle) affecte
la reproductibilité de ces expériences.

D’autre part, dans I'érythroagrégametre, la contrainte de cisaillement agit
sur les agglutinats en suspension orientés de fagon variable. Un seul
composant de cette contrainte est parallele a l'interface des agglutinats. Elle
produit la dissociation des agglutinats qui entraine finalement une variation de
lintensité de la lumiere retrodiffusée enregistrée par I'appareil. Nous avons
ainsi obtenu les différents paramétres de dissociation. Grace a sa
reproductibilité et a sa sensibilité, le parametre Ep s’est révélé le plus approprié
pour caractériser le processus de dissociation (différence normalisée plus
elevée et coefficient de variation plus petit entre les parametres déterminés). En
utilisant 'analyse physico-mathématique proposée par Snabre et col (Snabre et
col, 1987), et a partir de la relation existant entre la densité en anticorps (D) et
'énergie d’adhésion (ys) que nous avons mise en évidence lors des
expériences dans la chambre de flux, nous avons évalué I'énergie de
dissociation (ye) correspondant a la densité en anticorps utilisée dans
I'érythroagrégameétre. A partir du rapport entre y. et Ep nous avons pu
déterminer un coefficient de réglage () égal a 2,08 x10™. Celui-ci nous permet

d'estimer, a partir de la valeur de Ep, I'énergie de dissociation pour cet
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anticorps dans les conditions expérimentales décrites. Bien que cette approche
donne une mesure globale du processus de dissociation, elle permet de
déterminer des faibles quantités d’énergie (de I'ordre de 10™'° N.cm/molécules

d'anticorps) avec précision et reproductibilité.

Le choix de la densité en anticorps, utilisée dans les différentes
approches, a éte dicté par des contingences méthodologiques.

Dans la premiere technique (chambre de flux) les dilutions d’anticorps
ont été choisies de fagon a obtenir des doublets. Les dilutions retenues sont
différentes selon le sous-groupe sanguin des globules rouges, A; ou A;. Ceci
est di a la difference de densité antigénique de ces deux sous-groupes
sanguins. La valeur de la contrainte de cisaillement a 50 % de séparation (osp)
a confirmé cette caractéristique. Les valeurs de o5y sont du méme ordre de
grandeur pour les deux sous-groupes sanguins, mais les globules rouges A;
étant trois fois plus dilués. Aux basses dilutions utilisées pour les érythrocytes
A4, la méthode a montré des différences significatives (p < 0,05) seulement
entre 1/1000, 1/1200 et 1/1600. Donc les basses dilutions avec des
concentrations en anticorps trés proches ne sont pas différenciées par la
méthode.

Dans la deuxieme technique (érythroagrégametre), le choix de la densité
en anticorps a éte limité par le seuil de détection de l'appareil (dilution de
I'anticorps entre 1/8 et 1/128). Contrairement aux expériences dans la chambre
de flux, les conditions expérimentales ont été les mémes pour tous les groupes
et sous-groupes sanguins des érythrocytes. Une différence significative (p <

0,05) a été mise en évidence pour des sous-groupes présentant une importante
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différence de densité antigénique (A; versus Asz). Au contraire, elle n'a pas
présenté des différences significatives (p > 0,05) pour des sous-groupes
présentant un faible variation de densité antigénique (A versus Ay). Les
globules rouges du groupe A{B sont néanmoins différenciés (p < 0,05). Ce
comportement non attendu de globules rouges AB est peut-étre di a une
affinité plus importante de l'anticorps monoclonal pour la conformation et
l'environnement adoptés par l'antigéne A; sur la membrane de ces

érythrocytes.

Dans ces deux techniques, une corrélation entre la densité en anticorps
sur la membrane érythrocytaire (D) et les différents paramétres expérimentaux
obtenus (os0 avec r = 0,987 et Ep avec r = 0,828) a été mise en évidence. Ceci
confirme le fait que le nombre de molécules ponts fixées a la membrane
cellulaire joue un réle important dans la détermination de I'énergie de
dissociation cellulaire (Sung et col, 1985).

D'autre part, les résultats obtenus par ces deux techniques sont trés
dispersés (tableau IV et XI). Une telle dispersion pourrait étre due en partie au
fait que la formation des liaisons antigene-anticorps qui lient les doublets est
considérée comme un processus de type Poisson (Capo et col, 1982). Celui-ci
impliqgue une grande variabilité dans le nombre de liaisons dans le cas ou ce
nombre est faible (Tess et col, 1993). De plus, la dispersion peut étre due au
fait que les sites antigéniques A sont distribués de fagon hétérogene sur les
globules rouges, entre les différentes cellules d'un méme échantillon et entre

les différents échantillons (Tha et col, 1988 ; Berneman et col, 1991).
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A niveau moléculaire, la fixation d'anticorps sur les carbohydrates
specifiques de la membrane est considérée comme une liaison non covalente.
Elle peut impliquer des interactions non covalentes comme les ponts
hydrogene, les interactions ioniques, les interactions hydrophobes et les forces
de Van der Waals (Van Oss, 1997). L'énergie libre d’une telle liaison antigéne-
anticorps a été déterminée, elle vaut 8,5 kcal/mol, ce qui correspond a environ
5,9 x 10"® N.cm™ par liaison (Bell, 1978). Cette valeur est plus élevée que
celles obtenues dans notre travail (8,92 x 107" et 8,73 x 10™"® N.cm/molécule
d’'anticorps, selon l'approche considérée). Cette différence de résultats
s’explique par le fait que seule une petite fraction des molécules fixées participe
a la liaison entre les deux surfaces cellulaires adjacentes (Sung et col, 1985 ;
Evans et col, 1991). La distribution tridimensionnelle des récepteurs des
anticorps sur les glycoprotéines et glycolipides de la membrane cellulaire peut
reduire la probabilité qu'une molécule d'anticorps fixée a une cellule réagisse
avec un autre récepteur sur la cellule adjacente (Sung et col, 1994). Par
ailleurs, la mesure des valeurs de I'énergie de dissociation par les deux
méthodes est une addition algébrique de I'énergie de liaison et de I'énergie
repulsive électrostatique exercée entre les deux membranes adjacentes. Il est
donc raisonnable d'obtenir des valeurs d’énergie plus basses que I'énergie libre

derivée de linteraction antigéne-anticorps dans une solution neutre.

D’autre part, on doit considérer le déplacement latéral des molécules
ponts sur la membrane des érythrocytes (Ward et col, 1994). Ce phénoméne se
produit seulement en réponse a une force (Tozeren et col, 1989a,b). Celle-ci
réesulte de la force élastique des molécules ponts (qui déplace la liaison vers

I'aire de contact restante pour réduire la tension de la configuration d'union), de
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la force de diffusion (qui essaie de restaurer une densité uniforme de molécules
d'ancrage sur la membrane) et d’'une résistance a la friction de la membrane.
Selon Skalak et col (Skalak et col, 1990), quand deux corps unis par une
energie d’adhésion constante (y) sont séparés par des forces externes (traction
ou cisaillement), un point instable est atteint au moment ou I'aire de contact est
suffisamment réduite et la fraction d’'aire restante est détachée rapidement. Ce
phenomeéne survient quand I'énergie spécifique y est constante pendant tout le
processus. Ceci ne se produit pas quand y est variable, comme dans le cas de
I'agglutination érythrocytaire. Dans ce cas, au fur et a mesure que les cellules
se séparent, I'énergie spécifique d’adhésion augmente. Ce phénomeéne
implique qu’il doit y avoir un certain arrangement des molécules d’ancrage,
lequel produit une augmentation de la concentration de liaison a I'extrémité de
I'aire de contact au moment ou elle se réduit (Sung et col, 1986). Evans et
Leung (Evans et col, 1984) ont démontré ce phénomeéne de déplacement latéral
des molécules ponts pendant la dissociation d'érythrocytes agglutinés par une
lectine de germe de blé. Dans notre travail, la fraction de I'aire de séparation
augmente avec la contrainte de cisaillement appliquée (figures 22 et 23). Ceci
n'est pas en accord avec I'hypothése d'une densité d’énergie d'adhésion
constante. Il semble qu'une partie des molécules d’anticorps ponts est polarisée

au niveau de la zone de séparation.

Par ailleurs, Evans et col (Evans et col, 1991) ont démontré, par
désagrégation meécanique d’érythrocytes agglutinés par des lectines, des
anticorps monoclonaux et des immunoglobulines, que la séparation des cellules

s’accompagnait de I'extraction de quelques récepteurs de la membrane. lls ont

137



Résultats et discussion

trouvé des énergies de rupture ligand-récepteur du méme ordre de grandeur
que I'énergie nécessaire pour I'extraction du récepteur de la bicouche lipidique
(et peut-étre des lipides associés) tel que l'avait estimé théoriquement Bell
dans son travail (Bell, 1978). D'autres travaux ont confirmé cette hypothése (Xia
et col, 1994 ; Tees et col, 1996). Selon les travaux de Rasia (Rasia, 1999), si
'on répéte le processus de dissociation du méme échantillon dans
'érythroagrégametre, il existe une extraction de quelques récepteurs de la
membrane pendant les quatre premiers essais (mise en évidence par la
diminution du parametre d’énergie de dissociation), mais le processus se
stabilise une fois que les récepteurs faiblement attachés a la membrane sont
extraits.

Une étude au niveau moléculaire (par exemple avec des marqueurs
fluorescents) sur des cellules pourra donner des informations concernant les
processus de déplacement latéral, d'extraction et de distribution
tridimensionnelle restrictive sur la membrane des récepteurs participant a
I'adhésion cellulaire. Ainsi, une meilleure compréhension du phénoméne de

dissociation cellulaire pourra étre obtenue.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le travail exposé dans ce mémoire de thése porte sur la détermination
de I'énergie impliquée dans les processus d’adhésion intercellulaire par deux
techniques rhéo-optiques dans différents systéemes expérimentaux, plus
particulierement des globules rouges de groupe sanguin A agglutinés par un

anticorps monoclonal spécifique anti-A.

Le mécanisme d'adhésion cellulaire joue un réle important dans un grand
nombre d’événements biologiques, aussi bien physiologiques que
pathologiques. En particulier, l'interaction entre les érythrocytes et I'adhésion
érythrocytaire sur le tissu vasculaire ont été considérées, en tenant compte des
possibles interactions avec des protéines plasmatiques agrégeantes (i.e. le
fibrinogéne) et avec des protéines adhérentes ou agglutinantes (i.e. les
immunoglobulines). De nombreuses observations ont conduit a penser que le
role des immunoglobulines sur ['agglutination des érythrocytes est un
phénoméne complexe. L’'agglutination immunologique est un processus
d'échange énergétique, comme celui de I'agrégation mais, a la différence de
celle-ci, I'énergie dissipée pendant l'agglutination est plus faible que celle
requise pour séparer les hématies agglutinées, ce qui lui donne une condition

d'irréversibilité.

Les immunoglobulines sont des molécules spécialement adaptées qui,

en réagissant sur la surface cellulaire, interviennent dans le processus
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d'adhésion inter-érythrocytaire, alterent le mouvement cellulaire dans la
microcirculation et induisent I'occlusion capillaire, la capture et la phagocytose
ou la lyse cellulaire. De ce fait, une connaissance précise de I'énergie impliquée
dans I'agglutination immunologique conduira a une meilleure compréhension de
ces phénomeénes, ainsi qu'a une optimisation du traitement et a un meilleur
contréle de ces altérations.

Par ailleurs, un probléme qui se présente fréquemment en
immunohématologie clinique est celui de définir la qualité d'un anticorps, qualité
en relation avec I'affinité ou constante d'association de ce dernier. Pour toutes
ces raisons, le développement de techniques permettant de déterminer
I'énergie d'adhésion intercellulaire a travers des anticorps monoclonaux est

considéré comme un axe de recherche primordial.

Dans notre travail, deux approches ont été prises en considération.

Dans un premier temps, nous avons quantifié I'énergie impliquée dans la
dissociation intercellulaire par une approche microscopique grace a une
chambre de flux. Cette méthode permet d’appliquer une contrainte de
cisaillement uniforme paralléle a l'interface d’adhésion d'un agglutinat a deux
cellules (doublet) et de rendre possible la quantification directe du degré de
dissociation en réponse a la contrainte appliquée. D’aprés nos observations,
nous en avons déduit que la contrainte de cisaillement nécessaire pour
dissocier un doublet, induit par un anticorps monoclonal, est proportionnelle a la
densité de surface des molécules d'anticorps ainsi qu'a la densité antigénique
des érythrocytes. A partir de ces résultats, nous avons calculé I'énergie de
dissociation par unité d'aire membranaire adhérée (yq4), qui est égale a 8.92 x

10"® N.cm par molécule d’anticorps.
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Dans un second temps, nous avons étudié I'énergie impliquée dans
I'agglutination immunologique par une approche plus globale par I'intermédiaire
d'un érythroagrégameétre. Dans cette méthode, mettant en jeu un appareillage
de type Couette, le signal d’intensité lumineuse rétrodiffusée augmente a
mesure que les agglutinats sont dissociés par la contrainte de cisaillement
constante appliquée. Par cette méthode, nous avons obtenu trois paramétres
dynamiques. lls permettent d’'évaluer I'énergie dépensée dans le processus de
dissociation. Ces parameétres présentent une corrélation significative avec la
dilution de I'anticorps. En particulier, le paramétre d'énergie de dissociation (Ep)
s'est révélé trés précis et sensible pour estimer le degré d'affinité dans la
réaction d’agglutination immunologique.

En acceptant des similitudes entre le mécanisme de séparation
mécanique des membranes cellulaires mutuellement adhérées et le mécanisme
de fracture de matériels inertes, nous avons utilisé I'analyse physico-
mathématique proposée par Snabre (Snabre et col, 1987), pour estimer
I'energie superficielle spécifique d’adhésion (ye). La valeur obtenue a été de

8,73 x 10" N.cm par molécule d’anticorps.

Dans ces deux méthodes, une énergie de dissociation a été calculée (yq
et v¢). Bien que les déterminations soient faites a différents niveaux sur les
suspensions érythrocytaires (microscopique pour la chambre de flux et globale
pour l'érythroagrégameétre) et avec des différences méthodologiques, les
valeurs d’'énergie obtenues ont été du méme ordre de grandeur. Ceci démontre

la validité de ces deux études.
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En conclusion, I'énergie de dissociation cellulaire a été obtenue a partir
des mesures expéerimentales et de I'analyse théorique. Ainsi, la combinaison
d'approches biochimiques et biophysiques a donné de nouvelles informations et
entraine de nouvelles questions sur les énergies impliquées dans la
dissociation intercellulaire. Les approches utilisées pour I'étude de ce systéme
erythrocytes-anticorps  peuvent étre étendues, moyennant certaines
modifications, aux autres systémes impliquant d'autres molécules d’interaction.
De telles informations sur I'énergie existant entre les cellules peuvent aider a la
connaissance d'importants phénoménes physiologiques et pathologiques, en
particulier dans I'agrégation plaquettaire et 'hémostatique (Peyrou et col, 1999),
certaines maladies immunologiques, hématologiques (Nash et col, 1992) et
métaboliques (Wautier et col, 1984), le vieillissement cellulaire, le rejet de greffe

(Fressy, 1992)...

Des études similaires concernant les maladies immunologiques (tels que
les anémies auto-immunes), les diabétes, I'hypertension artérielle, les maladies
liées aux problémes de la coagulation, etc, pourraient étre également réalisées
grace a ce travail sur la méthodologie et la faisabilité.

Cependant, il nous semble primordial de développer des techniques qui
permettent de visualiser les interactions cellules-anticorps. L'accés a ce type
d’'information est nécessaire pour comprendre le mécanisme de I'agglutination
immunologique au niveau moléculaire.

Quelques dispositifs expérimentaux peuvent étre suggérés pour
visualiser les agglutinats de globules rouges dans les conditions indiquées ci-
dessus. Le marquage des anticorps a I'aide d'une sonde fluorescente permet la

visualisation du complexe érythrocyte-anticorps marqué en microscopie de
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fluorescence (Enderle et col, 1997 ; Stoltz et col, 1999). Une étude préliminaire
a été realisée en microscopie 3-D (figure 31). A partir de sectionnements
optiques, il est possible de reconstituer des images tridimensionnelles des
agglutinats avec une résolution élevée et en temps réel. Les expériences sont
réalisées avec et sans cisaillement dans une chambre de flux, grace a
I'utilisation d’un microscope a sectionnement optique. Cette approche permettra
d’étudier la localisation, la diffusion latérale et le décrochement des antigenes a

la surface d’interaction sur la membrane pendant le processus de dissociation.

Par ailleurs, les pinces optiques (Hénon, 1999) constituent un autre outil
trés novateur pour manipuler des objets biologiques a I'échelle cellulaire et
effectuer sur eux des mesures micromécaniques (Bronkhorst et col, 1997). Le
principe consiste a utiliser les forts gradients de champ électrique qui existent
au voisinage du point de convergence d'un faisceau laser pour attirer et piéger
un petit objet diélectrique. Le faisceau est focalisé par un objectif de grande
ouverture numérique d’'un microscope inverse ou droit. Un objet micromeétrique
est piégé au point de focalisation, dans le plan d’observation du microscope. La
force de piégeage est proportionnelle a la puissance du faisceau laser et a la
différence d’indice entre I'objet et le milieu environnant. Il serait possible par
cette nouvelle technique, de piéger les deux globules rouges d’'un doublet et de

calculer de maniére directe la force d’interaction entre les deux cellules.

Enfin, la technique de résonance plasmonique de surface (SPR) offre la
possibilité d'analyser les interactions biospécifiques dans un circuit sous flux en
temps réel (Malmborg et col, 1995 ; Van der Merwe et col, 1996 ; Quinn et col,

1997). Cette technique fait intervenir le couplage d’un des deux partenaires sur
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une surface biocompatible constituée par des molécules de dextran carboxylé. ="

Il serait alors possible d'étudier linteraction érythrocyte-anticorps fixé grace a

cette technique.

Figure 31 : Images d’'un doublet marqué par un anticorps fluorescent anti-lgG murine,
obtenues par microscopie a sectionnement optique (Systéme CELLscan, Olympus). a)
Planche de 30 sections optiques (pas : 0,25 um), b) Reconstruction 3-D a partir de 30

sections optiques.
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Abstract: Energy evolved from hemagglutination reaction or spent in dissociating erythrocyte
agglutinates has been proved to be an excellent parameter for analyzing cell-cell interactions
mediated by bridging molecules such as antibodies or lectins. We developed a new rheo-
optical method to estimate the energy of dissociation of red blood cell agglutinates. In a
Couette shear field agglutinates can be dissociated until a suspension of monodispersed cell is
obtained. Intensity of light backscattered by suspended agglutinates increases during their
mechanical dissociation. Variation of backscattered light intensity correlates with the energy
spent in the process. The adhesive energy of erithrocyte agglutination induced by lectins has
been estimated by applying this method. Two specific lectins (Dolichus Biflorus agglutinin and
Ulex Europaeus agglutinin) and a new lectin obtained from Amarantus Gruentus seeds which
specificity is unknown were studied. Results obtained in this work for Dolichus Biflorus lectin
are comparable with values published by other authors. An asymptotic decrease of adhesive
energy was observed when the mechanical dissociation was applied several times on the same
sample. Our results suggest that the cell detachment is accompanied by the extraction of
membrane receptors. This finding is consistent with results obtained by other authors.

Key words: agglutinate, lectin, dissociation, energy, blood group

Introduction
Lectins are carbohydrate -binding proteins which can be extracted from plants or animals and are
capable of recognizing specific glycohp1ds and glycoproteins whose specificities are linked to glycosil
residues. Some lectins can recognize carbohydrate receptor located on the human red blood cell
(RBC) membrane leading to cell agglutination. Such lectins are called "specific". Other ones can
agglutinate RBC of any blood group so they are called "panagglutinating” lectins. Other effects can
be expected from these proteins on their activity on the cells as lysis or swelling of treated cells.

It is well known that erythrocyte agglutination results from molecular bridging between
adjacent cell surfaces. Such cell adhesion is carried out with a little spent of energy. Separation of
agglutinated cells can be attained if the work done by external stresses overcome the net

agglutinating energy. In a previous paper [1] the authors reported a new rheo-optical method to
analyze immunological erythrocyte agglutination by shear dissociation of suspended agglutinates and
“backscattering light measurement [2].

Backscattered light intensity correlates very well with the specific area (per volume unit) of
suspended particles (isolated cells and agglutinates). Differences between backscattered intensities
corresponding to agglutinates and to completely dissociated cells are used to estimate the specific
area of membrane adhered cell. Hence the energy of agglutination can be expressed in term of
Contact surface in the agglutinate state. A parameter estimating the specific energy of cellular
adhesion can be derived from data of backscattering light variation obtained while agglutinated cells
become dissociated in a Couette shear field.
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Theoretical approach '

Rheologrcal analysis of ery’chrocyte suspension requires the know]edge of agoregate

formation and dissociation processes [3]. It is very important $o- emphasize at the outset that ou;

calculations are approximate because an idealized condition of agglutination equilibrium has beer

.. assumed and some components of the energy “in the equation of conservation of energy have beer

o neglected When shear stress generated in a Couette flow is apphed to suspended agglutinates, they
can be dissociated into smaller particles until only isolated cells remain.in suspension.

Agglutinate dissociation increases the total scattering area of specific free surface i Increasing

the diffuse reflectivity r of suspended particles [4] The diffuse reflectivity can be related to the

specific scattering area o [5]

c.r[1-nT_r o |
o, 1 L1-r]=n | a
0 0 ‘0 ‘

where 7, and o, are the diffuse reflectivity and the speciﬁc scatterng area of completely dispersed

red blood cells in suspension (monodispersed RBC) The macroscopic reflectometric relatronshlp can
be related to the specnﬁc bndomg area average over the flow cross section [2] - N

During dissociation process .carried out under constant .shear stress,. backscattered light
intensity increases with time. This variation can be fitted by an exponentxal expressron :
) =n(ime®) €
that is, the velocity of dissociation is depending on §. Thrs para.meter characterlzes the dissociation
process By combining egs. (2) and (3) : _ R
; r()=7 e and o (f)=c,e® 4
Specrﬁc energy of adhesion (c,)) nave been defined as the energy required to separate an unit

area of contact surface of adhered cells starting from equrhbrlum distance [6]. Considering two self
adhered cells (doublet) suspended in a viscous fluid, the balance of energy at the equilibrium state of

adhesion can be expressed in a global form
aw, do,

\, =0 s
where w;. is the specrﬁc work produced by external stresses. In expre551on (5) we have neOIected
variations of elastic and kmetrc energies in order to simplify next deduction. By. denvmo expression
(4) and introducing it in eq. (5)

@

cdwy - [o, _W' S o . |
integrating eq.(6) e o , ..
| S, =S, ¢

w J‘e-z/ﬁdt (p o} [ ] ( - J E, ‘

& 0 B SO‘ ¢:Gp- B ' (7

where £, can be deﬁed as the drssocxatmo fraction of the total work done by the instrument during

the dissociation process. Surfaces 'S, and S, are indicated in Fig. 1, being S, =7,-7.

The force F requxred to dissociate the cell doublet attams its maximum value at the moment
when thé doublet is completely dissociated [7]. Its vanes as ‘the specific adhesive energy does. In a
Couette flow the doublet will be separated 1f the crmcal shear stress actmg on the exposed cell

surface overcomes the force F,” =
The cell rotation in a Couette flow reduces the eﬁ'ectxveness of shear stress by a factor I‘-lO [2].
This equilibrium condition leads to the calculation of the specific adhesive energy
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r o

non-agglutinated sample -

Y

time (sec)

Fig. 1. Principle of determination of the parameter of energy E, .

_ -)./,. N0, 'Ed o
®=2%R. T = B
where RP=104 is the curvature radius of the bridged surface at the moment of the complete

separation of cells, ' is the shear rate and 7 is the viscosity of the suspending medium.

. Materials and methods
Lectins: DBA (Dolichus Biflorus Agglutinin) and UEA (Ulex Europaeus Agglutlmn) were

Lo Lirs

provided by the ETS of Lorraine (CHU - Nancy - France). ACA (Amarantus Cruentus Agglutinin)
was obtained from seeds provided by the "Grupo de Energia Solar - Instituto de Fisica Rosano -
Argentine", according to the technique as described by Moore et al [8] :

SuspendmgMedzum (SM): was prepared by dissolving Dextran 70 ®D. 1537 Sigma Chermcal
Co.) at 4.1% (W/v) in’ phoshate buffered saline (PBS). Its v1scos1ty was adjusted to 1.8 mPa.sec at

36°C, measured in a Contraves LS 30 viscometer.

Fresh Human Erythrocytes of Al, A2, O and B blood groups were prov1ded and classified
by the ETS of Lorraine (France). Red blood ceHs (RBC) were washed three times in PBS and
resuspended in SM at 40% hemotocrit.

" Sample preparation: Serial two fold dilutions (from 1/4 to 1/64) of each lectm was prepared
in suspension and gently homogenized. Control samples were also prepared by suspending washed
erythrocytes in SM containing no lectin in solution.

Method: Experimental works were carried out using an Erythroaggregameter® (constructed
by Regulest-Florange-France) which was described in detail in elsewhere [9]. An infrared (780 nm)
laser beam incites laterally on the sample contained in the gap between two concentric cylinders.
Particle suspensions are sheared between the inner static and the outer transparent rotating cylinder
under constant shear rate (596 sec™"). Laser backscattered intensities are measured every 10 msec by
2 solid sfate” photodetector, during the total dissociation process (60 seconds). Read data are
Continuously transferred and stored in a PC while the curve of backscattered intensity vs. Time
dISplayed in the PC monitor. This curve is called the "dissociation curve"[1].
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A volume of 1.5 ml of the sample is poured into the gap between both concentric cylinders ¢
the instrument. Cylinder rotation starts and the maximum shear rate is apphed during 10 sec
Rotation is then stopped and the sample is maintained at rest during 6 minutes to complete th
erythrocyte agglutination. At the end of this period the outer cylinder is put again in rotation 2
maximum speed during 60 seconds. Six thousand readings are taken during this period, transferre
and stored. Calculations performed on stored data leads to the obtention of five dynamic parameter
with are displayed simultaneously with the dissociation curve.

Dissociation test was repeated five times on each agglutinated sample without remove it fror
the instrument. Sample was maintained at rest six minutes between repetitions in order to reestablis.
the agglutinated state. These repetitions were carried ‘out to mvestrgate if the energy spent durin;
mechanical dissociation varied with successive repetitions.

Results and discussion

Several papers concerning cell-cell interaction mediated by lectin recognizing RBC surfac
glycoproteins and glycolipids and inducing erythrocyte agglutination have been published [10-18]
Only few of these papers analyze the energy evolved from the reaction. The technique applied in the
present work can provide a useful parameter (Eq) to estimate the specific energy of dissociation o
agglutinates (¢ ), which correlates wit the energy evolved from the agglutination reaction. Bx
measuring the intensity of light backscattered by suspended agglutinates under shear, the spec’-
energy of dissociation has been approached.

To further validate the laser backscattering method for approaching the agglutination energy
by dissociation of agglutinates we analyze by this method the binding reaction mduced on humar
erythrocytes by two specific lectins and one lectin which specificity was unknown,

The; macroscopic reflectivity relationship #/r, is suitable for interpreting the variation of
adhered cell surfaces when agglutinates become dissociated by shear stresses in a Couette flow
system. The quantitation of contact surface of agglutinates and its variation during shear separatior,
provide a parameter of energy (£4) and then a way for estimating the surface adhesive energy of
bridged membranes in dynes per cm.

Erythrocytes of A;,A;,B and O groups have been tested against three vegetal lectins (DBA,
UEA and ACA). Mean values (and SD) of ¢ (10™ dyn/cm) are presented in table 1 for two lectin
dilutions (1/4 and 1/32). Between these two dilutions linear regression of specrﬁc energy on the
logarithm of dilution has been observed. The lowest dilution (1/4) becomes a threshold of saturation
while the highest dilution (1/32) appears as limit for detectable energy.

Specrﬁcrty of each lectin is also indicated in table 1, expected for ACA thrs agglutinin. appears
asa panagglutmatmg lectin. However ACA reacts drﬂ‘erently with each tested blood group.

Studies carried out by Evans et al [12,13] on erythrocytes agglutinated by a monoclonal
antibody specific to glycophorin A and also by a lectin extracted from Helix Pomatia (anti-A specific)
demonstrated that méchanical separation of bonded cells was. accompamed by the extraction of
membrane receptors. This finding suggested that the agglutination energy is better estimated during
aoglutmatron rather than dissociation of aoglutmates hence, a repeated dissociation of agglutinates
could lead to a decrease of spent eriergy with the number of repetitions. To test this assumption five
repetitions of the mechanical dissociation were carried out on each agglutmated sample which was
maintained six minutes at rest between two consecutrve repetmons The reduced value of £, (Rd)
was calculated at each repeated process ,

: . E(n)
E‘°) '

‘where E{™ s the energy parameter correspond1n<7 to the nth Repetrtlon and E‘°) is the energy

R, =

1

parameter corresponding to the first drssoc:latlon
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Fig. 2. Parameter of energy E, plotted against lectin dilution.

Fig. 3 shows the plot of R, values vs. the number of repetitions. R, decreases asymptotically
with repetitions of mechanical dissociations. _ )

The dissociation of agglutinates in a shear field is a very compléx phenomenon.iSome work
must be done to overcome the energy evolved during the agglutination reaction and ‘stored. The
behavior results from the ability of erythrocytes to store energy during agglutination and restore this
energy during separation. However, as it was demonstrated by Evans et al. [12-13] adhesive energy
should be better estimated during agglutination rather than during dissociation.

In our study we used an Erythroaggregameter® to measure and store backscattered light
data from RBC agglutinates under shear dissociation in a Couette flow system. From those data we

calculated the specific adhesive energy corresponding to different concentrations of lectin molecules

on erythrocytes of Ay, Az, O and B groups.

Table 1.

Mean Values and (Standard Deviations) of Specific Energy (¢ ) Required to Dissociate RBC Agglutinates
Induced by DBA, UEA and ACA Lectins.

RBC group Sample Lectin Specificity ¢ [10™ dyn./cm])
number B 1/4 1/32
DBA anti-A 1.23 (0.21) 0.53 (0.04)
A, 8 UEA anti-H 0.03( -- ) 0.03( - )
ACA unknown 1.12 (0.28) 0.52 (0.06)
" DBA “antitA”" 0.08( - ) 0.05( - ).
A; 5 UEA anti-H 0.37 (0.05) 0.17 (0.03)
L ACA unknown 1.63 (0.22) 0.74 (0.06)
DBA anti-A 0.02( -- ) 0.02( -- )
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o 8 UEA anti-H 0.46 (0.04) 0.21(0.03) |
ACA unknown 1.85(0.21) | 0.85(0.09)
DBA anti-A 0.04( - ) 0.03( ) |
B 4 UEA anti-H 0.21 (0.01) 0.10 (0.01)
| ~ACA | unknown 0.89 (0.11) 0.42 (0.05)_~

As shown in Table 1 for DBA at maximal concentration on RBC of A, group the specific energy is
1.23x10™* dyn./cm. This result appears very near of the energy calculated by Sung et al. [17] who
determined the specific energy of 1.15 dyn./cm for DBA and A, erythrocytes having a density of 365
molecules of lectin per um?,

Values of Rd decreases asymptotlcally as increases the number of mechanical dissociations
applied to the sample as it is shown in Fig. 3. This finding suggests that the number of molecular
bridges between bonded cell surface decreases by mechanical extraction of antigen receptors from
‘the cell membrane. Hence the strength of molecular bridges to mechanical separation could be
greater than membrane strength to mechanical extraction. :

The results reported in this paper can be summarized as follows:

e The Erythroaggrgameter® enables the specific energy of RBC ag glutinate dissociation to be

estimate. -
e A linear regression of Ed on the logarithm of lectm dilution has been observed between 1/4 -3

1/32 dilutions.
‘e Agglutinate dissociation energy decreases as the mechanical dissociation process is repeatedly
applied on the same agglutinated sample. This behavior suggest that the some membrane

0.6
Number of repetiu'ons

- Fig. 3. Variation of E, with the niimber of repetitions of mechanical dissociation.

receptors are extracted during shear detachment of bonded cells.
o The lectin extracted from Amarantus Cruentus seeds appears as a panagglutinating agglutlmn
However it shows some spemﬁcrty ev1dent1ated by dlfferences between dissociation energies

corresponding to different blood groups. - Y
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Pe0J10rHYeCKOe OMHCAHHE PACNAAA ATTIIOTHHALMHA SPHTPOUHTOB, BHISBAHHDBIX MEKTHHAMY
K. IlItosnsw, P.JK Pasua, K P.Bansepn, JL.ITna

SHeprus, BBINEISIOAACS IPH PEaKLMH CIHIAHUI SPUTPOLIMTOB MM 3aTPaqyHBAIOILASCS §
Npolleccax pachafa arrMOTHHALMA (CKIeeHHBIX IPYM) 3PHTPOLMTOB, OKA3bIBAETCA NPEKPACHDLY
NMapaMerpoM U1 OMHMCaHUsd B3aMMONEHCTBMA KIICTOK, ~BBISBAHHBIX BBI3BAHHBIX TaKMMy
MOJIEKylaMyl KaK aHTHTeNa U JNEKTuHbL B nanHO# paboTe pasBHT HOBBI peo-onTuueckuit MeToy
1711 OLEHKY 3HEPTUH pacna,ua ATTTIOTHHALMI KPacHBIX KPOBAHBIX KJIETOK. Pacman arrmoTiHanui
IPOMCXOIHT B COBUrOBOM TeueHHH KyaTra BIL1oTh 10 06pa3soBaHmi CyCNEH3HH MOHOIHCIIEPCHBIX
kneTox. IHTeHCHBHOCTS OTPAXXEHHOTO CBETa MOCe PAcrana arrioTHHALHHA YBENHYHMBAETCA U3-32
YBETHHEHHA IUIOMANM, OTPAXAIOed CBET. DHEPrHs alre3WH AarrMOTHHALMH, BBI3BAHHBIX
NIEKTHHAMH, OLEHEHa TEOPETHYECKH C MOMOLUBIO 3TOro Meroza. [[sa paHee M3BECTHBIX JIEKTHHa
(Dolichus Bifforus agglutinin 1 Ulex Europaeus agglutinin) M HOBBLINX JEKTHH, MOJYYEHHBIH M3
CeMAH TPOIHYECKOr0 aMapaHTOBOTO Jepesa,: Gbuin myqenm Pe3ynbTaTsl, NOMyYeHHRIE A5
HOBOTO JIEKTUHA, ObUTH CPaBHEHBI C NaHHEIMH ,upymx 2BTOPOB. ACHMITOTHYECKOE yMEHbIIEeHNe
SHeprHH afre3uy ObLIO OTMEYEHO, ECH MeXaHHIeCKAT nuccouxaum IPOBOHMIIACH HECKONBKO pas
Ha OJHOM M TOM Xe o6pasLe. TlonmyuenHsle pe3ynbTaTsl NOATBEPKAAIOT, YTO pa3feNeHye KneTok
CONPOBOXIAETCE H3BJNEYEHUEM MeMOpPaHHEIX peuemopos 310 Ha6moneﬂxe COrnacyeTcs ¢
pesyanaTaMH JpYruX aBTOpOB. I:HGJ'I 18 ' :

Knrouesble C0Ba TeMONMHAMHKA, arrmomxaum spmpounroa nex'mH IMCCOLHALNS, SHEPrus,
OTpaXXeHHE CBETA. o

Received ’13.§ffay 13?98_ B e
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1. Introduction

Photonics includes the technology of generating and managing light and other forms
of radiant energy whose quantum unit is the photon, and applying them to solve
research and clinical problems. This discipline has a successful history in helping a
wide range of technologies like spectroscopy, laser diffraction and scattering,
- microscopy, imaging andoptical biosensors. Photonic measures of physiological
status are attractive because they can provide a simple, noninvasive, yet real-time
assessment of biological conditions.
Three techniques based on Photonics have been developed in our laboratories to
obtain data helping in clinical diagnostic purposes.
1) We have developed a new technique to evaluate the adhesion energy of
erythrcgcyte agglutination using an Erythroaggregometer. This method was applied
to help in the diagnostic of immunologic haemolytic anemias and in the quality
control of polyclonal and monoclonal antibodies. :
2) A rheo-optical cell, called ESR-meter that applies laser extinction by
suspended particles has been developed to analyse erythrocyte aggregation and
sedimentation rate.
3) The analyse the cellular binding energy of cells adhered to the chamber wall
was performed with a modified Richardson’s flow chamber mounted on the stage
of an optical inverted microscope coupled to a digital video processcr. This
technology was applied to analyse adhesion molecules responsible of
microcirculation impairement.

2. The dissociation method

Measurement of the physical strength or energy dlssmated by bonds linking red
blood cells to each other is an important requnsute to characterlze the adhesion

process occurring when those cells are agglutinated by specific antibodies directed
against their antigens [1, 2].

Laser light backscattered by suspended particles under shear stress was applied in
the Erythroaggregameter (Regulest - Florange - France) to analyse erythrocyte
aggregation. We have improved this technique and adapted it for evaluating the
energy of adhesion of erythrocytes agglutinated by immunologic reaction {3] .

The intercellular binding energy is evaluated by estimating the shear work done to
fully dissociate red cells agglutinated by antibodies. Skalak et al. [1,2,4,5,6,7] have
made a general statement of energy conservation for the case in which contact area

“between cells increases or decreases: the rate, of work per surface unit (dw / dt) done

by external forces is proportional to the rate at which energy must be supplied to

‘separate the adhered cells having a common contact surface oa

dw _  do,

at !t
where y is the surface adhesive energy. Hence, the changes in the contact surface
area are related to the energy supplied to separate bound surfaces.

sample

Photodetector -
LASER IR

ERYTHROAGGREGAMETER

Figure 1. Scheme of the Erythroaggregameter

On the other hand there is a correlation between the backscattered light intensity and
the specific area (per volume unit) of suspended particles (cells or agglutinates).
Adhered surface of cells (oa) per unit volume of suspension can be estimated from
differences between backscattered light intensities in the agglutinated state and in
the monodispersed state of red cells [8] '

c' is the specific area of agglutinates, r’ is the diffuse reflectance of agglutinates; oo'is
the specific area of monodispersed RBC and rg is diffuse reflectance respectively of
monodispersed RBC. When RBC non agglutinated the diffuse reflectance ro(t) is a
canstant so it appears as an horizontal line parallel to the abscissa axis but if RBC



are agglutinated'r’(t) varies with time giving a curve, called dissociation curve which
can be adjusted by an exponential expression

r't)=r, -[1 - exp(g]

In this equation t is a time characterizing the rate of the backscattering.increase,'it
is called the characteristic time of dissociation (fig. 2).

r/r'(%)

50}-
40} non-agghiinated
Jo}-
20} . S
10

0 o ; - x s L A J

) 2 4 6 t(s)

Figure 2 Typicaf dissociation curves indicating S¢ and' S, surfaces

Under constant shear stress agglutinates are progressively dissociated decreasing
the common contact area o that vanishes in the monodispersed state of cells [9-11].
This process is time dependent and can furnish a good approach of the spent energy
by integrating the curve of dissociation. The area subtended under each curve
represents the energy non spent in the dissociation process. Hence, the area
corresponding to the non agglutinated sample (So) represents the total energy

furnished by the device and the work done to completely dissociate-aggiutinates can

be calculated

=(Sg=Sy) = [lp—r)-dt=r- 1(1-—J dt
0

S represents the energy remaining from the dissociation of agglutinates. Now we
introduce a new parameter Ep, called energy parameter, lo approach the energy of
dissociation [3,10,11] with:

o —r)-dt

Se  [ro-dt

The Derjaguin theory [12} relates the disruption force Fe to the surface adhesive
‘energy (y) and to the mean curvature radius (R¢) of bridged membrane surfaces just
before the adhesion rupture. Hence, the surface binding energy, also cailed the
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fracture energy [1}, can be calcuiated from Couette ﬂow experrmental data usrng the

" Derjaguin equation [12]

Aot

27R¢

where ( is the shear stress applied by the deviee over the upper area Ao of external
erythrocytes and v is a fitting coefficient related to the randcm orientation and the
shape of agglutinates in a critical shear flow [S].

This method was successfully applied in helping the diagnostic of immunologic
hemolytic anemias (see table I) and to the quality control of monoclonal antibodies.

=Y

TABLE |
control | Paticnt | Patient | Paticat | Paticnt | Paticnt | Paticnt | Paticnt | Patient | Paticnt

Parameters 1 2 3 4, 5 6 7 8 9
MCHC (20°C) (g/dl) 32-37 1612 | 563 | 449 | 709 | 392 25704 32.8 | 63.7 | 372
DAT (polispecific + negat. + + + + |negat.| + + + +

complement) :
Title 1716 /8 - 1716 11/102 } 1/32 | 17256 | /16 | 1/16 i78
4

Epa37°C 0.0 146 | 29.3 6.5 2.5 15.1 0.6 0.0 0.0 0.0
Ep a 20°C 30408 | 1383 529 | 465 116011 399 | 533 0.0 {1007 00

3. Aggregation and sedimentation of RBC by laser extinction

The sedimentation behavior of particles suspended in a liquid is a subject of great
interest in fields such as chemistry and chemical engineering. But also in ‘medicine
the erythrocyte sedimentation rate (ESR) has been empirically used with a common
interpretation: an increase in ESR is observed during inflammation or when globulins
are elevated in the serum [13, 14, 15). ESR is interdependent with the phenomenon
of erythrocyte aggregation, consequently both determinations are important data in
helping clinical diagnosis of microcirculatory impairments.

Optics and photonics became very useful tools in the development of medical
instruments because their non invasive characteristics. Both disciplines have
contributed to the development of a lot of devices giving precise scope of different
biological processes involving red blood cell adhesion [16, 17, 18]. It is well known

“that both, light scattering and absorption are sensitive phenomena which have been

successfully used to build technologies applied in the diagnosis of several diseases.

We have developed a new device, the ESR-meter (figure 3), that applies total laser
extinction to the analysis of the self-aggregation and sedimentation of red blood cells
[19]. Kinetics of both red cell aggregation. (sylectogram) and sedimentation (ESR)
(fig. 4) can be recorded by measuring the rate of extinction of a laser beam traversing
the cell suspension. A laser diode beam (A = 680 nm) traverses vertically the
erythrocyle suspension and falls on the bottom tip of a light guide partially immersed




in the suspension. This guide leads the laser light onto the windows of a
photodetector that measures the light extinction and stores the output signai in a
analog-digital converter.

A special relationship exists between the light extinction and the aggregation time <
when the aggregation process is fitted by a time function of the form (f gure 4):

a and b are the characteristic coefficients of the equation

y(t) = a+b . e'xp("%)
Ymin : is the minimum value of y(t) ‘
AMP: is the amplitude of the sylectogram
ty : is the time at which y{t) = ¥4 AMP + ymi
St/ 8o =[A/(A+B)]: is the ratio of twa surfaces enclosed by the sylectogram.

PMT

light
gulde

- sample

-

Figure 3. Schematic of the ESR-meter

When the aggregation-sedimentation process starts, the photodetector output signals
are transmitted to an analog-digital converter that memorizes 256 data during 25
minutes. During the first phase (approximately 5 minutes) extinction decreases
because erythrocytes tend to aggregate, suspended particles become greater and
less numerous, both effects reduce light scattering. .During the second. phase the
formed aggregates become to settle increasing the extinction of light. Both phases’
are clearly differentiated in the aggregation-ESR curve (figure 4). This second phase
usually presents a smooth slope (P4), a secondary steeper slope (P2) and a final
slope (Pa3). An additional parameter is the total amplitude of the ESR curve which
correlates very well which ESR values of the Westergren method. g
We have analyzed the aggregation parameters and the three slopes of each ESR
curve which might be relevant not only to ‘screen inflammation or ;mmunol!oglcal
diseases but also to monitor patients such as diabetic patients and to evaluate

therapies and treatments. In the Table il we have presented all the nine parameters
for two blood samples, one from a healthy donor and the other from a diabetic patient

extinction (arbitr.units)
2.5

o gusediment.

aggreg.

0.5 B

Y 3 time {min.) v o 18
Figure 4 Typical aggregation-sedimentation curve

TABLE Il

Aggregation parameters ESR parameters
Co | Ci | AMP | ymin | tw | S4/So[10°P4[10°P,[10%P3] H

Sample

normal 10.886 {0.0033 |0.463 [0.537 141.77 10.342. 1497 - 1134 {3.10 10.836

Diab. 0.960 [0.002310.267 [0.733 {4467 10.173 {1.29 {3.41 4.58 0.672.

4. Adhesion energy studies with the flow channel technique

Cells of the vascular system are constantly exposed to mechanical hemodynamic
actions du to the blood flow. The forces generated in the .vasculature include the
frictional force, a fluid shear stress caused by blood flowing tangentially across the
vascular endothelium, a tensile stress caused by vessel wall deformations and a
normal stress caused by hydrodynamic pressure. .

We will restrict our discussion to analyzing the mutual adhesion of circulating cells
(erythrocytes) and the adhesion of these cells to a tissue surface or to a biomaterial
surface. ;

In vivo studies aimed at understanding cellular responses to shear forces have the
inherent problem that they cannot quantitatively’ define the exact features of the
hemodynamic environment. Hence it is very difficult to verify if the resultant response
is due to shear stress or some other factor associated w1th the hemodynamic

" environment.




Shear stress is typically generated in vitro by flowing fluid across immobilized cells
under controlled kinematic conditions in the laminar flow regime. To accomplish this,
a parallel plate flow chamber was built that allows one to have a controlied and well
defined flow environment. It is based on the chamber geometry, which is fixed while
the flow rate through the chamber is variable. In addition, individual cells can be
visualized in real time or recorded using video microcopy. Assuming parallel plate
geometry and Newtonian fluid behavior, the shear stress on the cell exposed surface
in the flow chamber is calculated as [20, 21]

tw =(6-Q-n)/b-n?)

where Q is the volumetric flow rate, 1 is the fluid viscosity, b and h are the height -

and the with of the channel.

The flow chamber [22] (a modified Richardson’s flow chamber) was designed such
that the entrance length is very small compared with the effective length of the flow
chamber (Frangos et al, 1985 pp 1639). Therefore the parabolic flow becomes fully
developed over the entire length of the chamber because the entry effects are
negligible. .

Flow chamber consists of a machined .block of transparent acrylic and a glass
coverslip sandwiching a ‘silastic gasket whose thickness (0.25 mm) determines the
channel depth. The three components are held together by vacuum, thereby
ensuring a leakproof chamber. For short-term experiments the flow chamber has an
entry port connected to a syringe pump and ‘an exit port connected to a waste
reservoir. For long term experiments, the chamber can be placed in a flow loop with a
peristaltic pump. Red blood cells are introduced into the chamber by a syringe and
left to settle and adhere on the glass coverslip after what the fluid flow starts.

. Peristaltic

Pump
1= o8
U= u , é L ey

T

RBCs I

Figure 5. Flow chamber circuit

FLOW CHANNEL

We have built a flow chamber, having a channel 250 pm thick which was mounted on
the stage of an optical inverted microscope connected to a digital video system.
Using this device we have analyzed the separation of self-adhered cells bound to the
chamber wall and also the peeling of a single cell adhered to the coverslip. An
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peristaltic purp perfuses a saline solution through the chamber in laminar Poiseuille
flow inducing shear rates varying from 25 to 600 s™. :

When a Tris buffered saline solution containing 1.4% of Dextran 40 (TSD) was
pumped through the channel the shear stress acting on a doublet that has settled
and adhered to the glass coverslip was calculated from the flow rate. With increasing
levels of shear stress in the channel laminar flow, external cells of agglutinates are
separated by peeling (fig. 6). The shear force and the relative displacement of the top
erythrocyte are measured at each shear step and these data was used to compute
the interceliular binding energy due to monoclonal ligand-receptor recognition.

Fig.6 Digitized images of increasingly dissociated doublet

y specific surface energy (10-7 ergsicm2)

-1 LANRNE SRR B R T T
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percent of separation

'Fig. 7. Surface adhesive energy as a function of fractional area separation

When TSD was pumped through the channel the shear stress acting on a single
erythrocyte that has settled and adhered to the glass coverslip was also calculated



from the flow rate. The specific energy (ys), that is, the energy required to disrupt a
unit area of adhesion is, then: .
- 1,(Q)-d-A, _1{Q)-d

ST 2.A T 249
where Ag is the exposed area of the cell, A is the detached area, d is the distance
through which the cell moves and ¢ =A; / Ag is the fractional area separation.
As the level of shear stress rises in the channel, the adhered cell rolls being
separated from the wall chamber. The shear force and the relative displacement of
the erythrocyte are measured at each shear step and these data were used to
compute the binding energy (fig. 7) by adhesion molecules (hraluronate which is the
ligand of the membrane receptor CD 44). It may be seen that the adhesion energy
appears to increase as the area of contact decreases. Such results imply some
molecular rearrangement -producing an increased concentration of cross links at the
edgé of the contact area as it-becomes reduced. This concentration has been
demonstrated by flucrescent labeling studies [23).
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INTRODUCCION

Los fundamentos de la reologfa son fre-
cuentemente aplicados para analizar y ex-
plicar los fenémenos inmunohematolégi-
cos y sus mecanismos. La Hemorreologia
es una rama de la Bioffsica relacionada con
el flujo sanguineo, que estudia la respues-
ta delasangre y el tejido vascular a los efec-
tos de coacciones externas. El vocablo com-
puesto inmuno-hemo-reologia ha sido in-
troducido en un intento de dar una identi-
dad a toda la serie de estudios que se lle-
van a cabo en la interface entre la inmuno-
hematologfa y la hemorreologfa.

La aglutinacién eritrocitaria es un fené-
meno de considerable interés para los in-
vestigadores del drea bioquimica y médi-
ca, porque ofrece un modelo para el estu-
dio de las interacciones intercelulares en
el 4rea de los sistemas inmunohematolé-
gicos. ' ‘ '

Actualmente se admite que, en la reac-
cién de aglutinacién, la distancia de acer-
camiento de dos hematfes es critica para
favorecer la formacién de los puentes mo-
leculares intercelulares. Sin embargo, esta
distancia depende de muchos factores fi-

sico-quimicos. En una solucién salina, los
glébulos rojos se encuentran rodeados de
una nube de iones de cargas opuestas (do-
ble capa eléctrica), lo que crea una diferen-
cia potencial (potencia zeta)l, lo que de-
pende dela fuerzaiénica (i) y la constante
dieléctrica del medio de suspensién (D), y
la densidad de carga eléctrica superficial
del hematie (o).

ENFOQUE TERMODINAMICO DE
LA AFINIDAD

La reaccién Ag-Ac, que conduce a la
aglutinacién inmunolégica, se produce con
disipacién de energia. Es posible disociar
al inmunocomplejo, que enlaza células
adyacentes, restituyendo la energfa que
disipa enla reaccién:

Ag+Ac e AgAc

Agesla concentracién de epitopes anti-
génicos libres (mol/I) y Aces la concentra-
cién de anticuerpos libres (mol/1). La ley
de accién de masas, en equilibrio, expresa:
la velocidad de una reaccién quimica es pro-
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porcz’oﬂal a las masas activas de las sustancias
- reaccionantes. La aplicacién de esta ley a la

reaccién Ag-Ac permite precisar que, en

condiciones de equilibrio, se tiene:

(AgAc) k.
= = K (1)
(Ag)A) K,

donde k ,, y k, son las constantes de velo-
cidad de asociacién y de disociacién, res-
pectivamente, del inmunocomplejo y Kes
la “constante de asociacién” del sistema,
que mide la “afinidad intrinseca” del anti-
cuerpo por el antigeno. El andlisis de las
variaciones introducidas por la reaccién en
las constantes de equilibrio permite des-
cribir las variaciones termodindmicas?.

Combinando la variacién de energin estin-
dar (AF?) con la ecuacién de Gibbs-
Helmbholtz, se obtiene la ecuacién de Van't
Hoff:

3 (InK) AH

oT ' RT?

En el método de Wurmser?, basado en
laley de accién de masas, la concentracién
de Ac en presencia de concentraciones va-
riables de glébulos rojos se expresa por una
recta cuya pendiente P es proporcional al
producto del niimero medio de sitios anti-
génicos sobre los hematies, multiplicado
por la inversa de la concentracién de
haptenes libres, necesaria para bloquear la
~ mitad de los sitios Ac. La variacién de

“entalpfa (AH?) puede ser medida por la re-
lacién de las pendientes experimentales (P1
y P2), correspondientes a dos temperatu-
ras absolutas diferentes (T1 y T2), calcula-
das con la ecuacién de Van't Hoff:

P1 T1.T2
In —
P2 T1-T2

AH® = 46. (3)
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LAS INTERACCIONES
INTERCELULARES

La teorfa macroscépica de la adhesién
eritrocitaria estd basada en la teorfa (de la
mecénica cldsica) de fractura en materia-
les inertes. La adhesién celular y la diso-
ciacién de los agregados se plantean en tér-
minos de energia de fractura o de adhe-
sién, suponiendo que es aportada por las
fuerzas electrostéticas, las fuerzas de van
der Waals y los anclajes moleculares. Si la
energfa de disociacién (Y,) es la misma que
la energfa de adhesién (y,), el proceso to-
tal es reversible, como sucede en la agrega-
cién eritrocitaria normal esponténea. Por
el contrario, si el valor de (y,) resulta ma-
yor que el valor de (v,), el ciclo completo
conduce a una pérdida de energfa. Es el
caso de adhesién celular por anticuerpos
o aglutininas, denominada aglutinacién.
Los anclajes son mucho més resistentes a
la disociacién, y la reaccién es considera-
da irreversible.

Volviendo al caso de los hematies agre-
gados enrouleaux, enrealidad la energia es-
pecifica de adhesién yno es constante du-
rante la separacién, sino que aumenta a
medida que el drea de contacto disminuye*.
Se produce cierta reacomodacién molecu-
lar, con un significativo incremento de con-
centracién de anclajes en los bordes del drea
de contacto, a medida que ésta disminuye.

Se puede analizar la variacién temporal
de energia y trabajo, estableciendo la ecua-
cién del “principio de conservacién de la

- energia”, como se lo hace en el andlisis de

propagacién de fisuras, en estudios de frac-
tura mecénica®. Consideremos dos células,
mutuamente adheridas, en suspensién en

-un medio de igual viscosidad y densidad

que el plasma sanguineo. El balance de gra-
dientes temporales de trabajo se expresa:

dw do

[

==y (4)
dt dt




donde w es el trabajo externo, 6_es el drea
especifica de contacto celular (por unidad
de volumen) y yes la energia especifica de
adhesién (por unidad de volumen).

" El segundo miembro de la ecuacién (4)
es positivo cuando ¢, disminuye, indican-
do que se debe consumir trabajo mecéni-
co para separar las células en contacto. Por
el contrario, cuando aumenta la adheren-
cia, aumenta' s, y el término negativo ac-
tda como fuente de energfa. Esta ecuacién
es valida en ambos sentidos del proceso,
independiente del tiempo y la posicién.
Pueden aparecer dos valores diferentes
de y y constantes, uno para la adhesién
y otro diferente para la separacién, como
sucede en la aglutinacién, siendo la ener-
gia de asociacién superior a la de agluti-
nacién y la reaccién es considerada irrever-
sible.

Bell® impulsé la teoria microscépica de
la adhesién celular en un estudio termodi-
ndmico. Constaté que durante la separa-
cién, se produce una concentracién de
anclajes en el 4&rea remanente de contacto.
Dembo’ suministré una base molecular
para explicar las diferencias de fuerzas
macroscépicas requeridas durante la adhe-
sién y la disociacién. Evans y Leung?® de-
mostraron que en la aglutinacién eritroci-
taria por lectinas vegetales se producia una
concentracién de anclajes moleculares en
las dreas de contacto, en la medida que las
células eran mecdnicamente separadas,
que no volvia a adherirse espontaneamen-
te, indicando irreversibilidad.

Sise consideran dos células, mutuamen-
te adheridas por ligandos enlazados a sus
receptores moleculares superficiales, sobre
un 4rea especifica de contacto 6, podemos
suponer que hay v, anclajes moleculares
de la célula C1, anclados a v, anclajes mo-
leculares de la célula C,. Al alcanzar la con-
dicién de equilibrio, la velocidad q por
unidad de 4rea, de la reaccién de adhesién,
es nula y se puede definir un pardmetro
de equilibrio K:

K = = (5)
k{-} m,* . m,"

k{+} y k{-} son las constantes de velocidad
de aglutinacién y de disociacién respecti-
vamente, m, y m, son las densidades nu-
méricas de receptores en las células C, y
C,, respectivamente, n es la densidad nu-
mérica superficial de anclajes concretados, -
y o es un indice de orden de lareaccién de
adhesién (generalmente muy préximo a 1).
Esta expresién es equivalente a la “afini-
dad” analizada por Wurmser® y expresada
en la ecuacién 1.

EL METODO DE LA DISOCIACION

Intercambio energético. Partimos del
balance de energias en estado de equilibrio
de la aglutinacién, es decir, cuando el ni-
mero de anclajes que se forman es igual al
numero de los que se destruyen, planteado
en términos de velocidades de variacién de
la energfa externa y del drea de contacto,
para la unidad de volumen de suspensién:

ow eleg

|
]
2
—~~
&))
~—

w: trabajo especifico (por unidad de vo-
lumen) de las fuerzas externas.

o, superficie especifica (por unidad de
volumen) de los aglutinados.

~ Retrodifusién. De acuerdo con Mills y
colaboradores®?, la intensidad ldser retro-
difundida por una suspensién de hematies
de elevado hematocrito (mayor de 30%)
es:
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r: intensidad l4ser retrodifundida por la
~ suspensién de aglutinados.

r,: intensidad l4ser retrodifundida por,
la suspensién de hematies monodispersos.

o: superficie especifica de los aglutina-
dos. ' :

o,: superficie especifica de hematies en
monodispersion.

Separacién celular progresiva. La su-
perficie especifica de contacto entre célu-
las es igual a la diferencia entre la superfi-
cie especifica de los glébulos rojos mo-
nodispersos (c,) y la superficie especifica
externa de los aglutinatos (6)", es decir, o,
- ¢, - 0. Se verifica que, cuando los agluti-
- nados son sometidos a un esfuerzo cortante
elevado, la superficie especifica de contac-
to disminuye en forma exponencial, hasta
alcanzar la monodispersién celular:

o =0,.e° (8)

expresién gobernada por 8, denominado
tiempo caracteristico de la disociacién. Incor-
porando las expresiones (7) y (8) ala (4) e
integrando resulta:
ow Y. 0, Y.0,
w=|—dt = r-dt=
ot 8.1, 8.1,

0

15-5] @)

Los aglutinatos, sometidos a un campo
constante de tensiones dé corte, son pro-
gresivamente disociados, de manera que
el 4rea de contacto o, decrece de manera
monétona hasta anularse para la suspen-
sién de células monodispersas'**?, Este pro-
ceso es funcién del tiempo y permite esti-
mar la energfa o trabajo realizado. La Fi-
gura 1 muestra dos curvas de disociacién,
una correspondiente ‘a'una muestra no
aglutinada y la otra a la misma muestra
medianamente aglutinada. El drea subten-
dida por cada una de las curvas (S, y S,)
representa la energia excedente del traba-
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Fig. 1. Curvas tipicas de disociacién para muestras
aglutinadas y no aglutinadas. El 4rea encerrada entre
ambas estima la energia disipada en la disociacién de
la muestra aglutinada.

jo de disociacién. Asf, S representa la ener-
gia excedente de la consumida para diso-
ciar la muestra no aglutinada. Como esta
muestra no “consume” trabajo al ser diso-
ciada, podemos considerar que S, represen-
ta el total de energia mecdnica entregada
por el instrumento™. En consecuencia, [S;-
S,1, que es el drea comprendida entre la
curva de disociacién de la muestra agluti-
nada y la curva de disociacién de la mues-
trano aglutinada, representa la energfa re-
querida para disociar completamente los
aglutinatos de la segunda muestra.

Si multiplicamos y dividimos la ecua-
cién (9) por S, - (r, . t) = w,, resulta:

A S-S Y0, {SO-S, [w t
w= — -(r,.t) = . =i o — 1 [E)(10)
81, S ] l S 8]

0 i

0

. La cantidad entre paréntesis es, para
cada muestra, un valor conétante de ener-
gla y w, es el trabajo especifico entregado
por el instrumento, en tanto que

S,- S,
ED = 1n
. S

0




es el pardmetro de energia que estima la
fraccién de trabajo empleada en la disocia-
cién de los aglutinatos. E es adimensional,
y por lo tanto, independiente de la calibra-
cién del instrumento. |

ENERGIA ESPECIFICA ADHESIVA
DE SUPERFICIE o

La teorfa de Derjaguin® relaciona la fuer-
za de disrupcién F; con la energfa especifi-
ca adhesiva de superficie (y) y con el radio
medio de curvatura de la membrana (R),
adherida por aglutininas, un instante an-
tes de la rotura total de adhesién. Al au-
mentar las tensiones de cizallamiento, las
membranas adheridas son separadas, como
sise tratara de una cinta adhesiva (peeling),
logrédndose la separacién total cuando la
tensién de corte, que actiia sobre el

Fo=2rn.R .vy=1..A=E;.1.A; (12)

drea superficial de los aglutinatos (A)), al-
canza valores criticos 1, la energfa especi-
fica superficial v, se calcula:

Ao.‘L'

Y=Y E (13)

D
2x. R

<
donde ¥ es un coeficiente de ajuste, en un
flujo cortante critico, relacionado a la orien-
tacién aleatoria y a la forma de los agluti-
natos'¢?,

MATERIALES

Glébulos rojos: Se utilizaron glébulos
de grupos ALALALA, AB,AB,ByO.
La sangre era extraida por puncién veno-
sa, anticoagulada con heparina y
centrifugada para separar los glébulos ro-
jos del plasma. Los hematies separados
eran lavados tres veces en PBS (solucién

salina tampén fosfato) y finalmente con-
centrador por centrifugacién a 1.500 g. El
valor del hematocrito del concentrado glo-
bular (0,84 a 0,90) debia ser medido con
precisién, para ajustar las suspensiones a
un hematocrito de 0,40, éptimo para obte-
ner la mayor sensibilidad, en el fenémeno
de retrodifusién lser.

Reactivos

Anticuerpos policlonales humanos
anti-A, anti-AB y anti-D (IgG)

Lotes preparados, calibrados y contro-
lados por el Servicio de Inmunohematolo-
gia del Centre Hospitalier Regional
Universitaire (CHRU) de Nancy (Francia).

Anticuerpos monoclonales anti-A y
anti-B

Lotes separados y controlados por el
Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de
Lieja (Bélgica).:

Reactivos anti-A
-Anticuerpo monoclonal murino P47-2:
10 ml
-Composicién: Sobrenadante de cultivo
puro -
-Titulo: 1/1024 con glébulos A,B
-Dosaje IgM: entre 40 y 50 pg/ml

Reactivos anti-B

-Anticuerpos monoclonal murino P47-
4B6:10 ml

-Composicién: Sobrenadante de cultivo
puro

~Titulo: 1/1024 con glébulos A B

~Dosaje IgM: entre 40 y 50 pg/ml.
Medios de suspensién

Se preparan dos medios de suspensién,
uno no aglutinante, para las muestras con-
trol (aglutinacién nula) y el segundo, aglu-
tinante, para las muestras en las que se
determina la energfa de aglutinacién.

Medio de suspensién no aglutinante

117



(MSNA): Se prepara de forma de ajustar
su viscosidad con la del suero sanguineo
(1,6 mPa.s). Para ello se disuelve Dextran
70 (Sigma D 1537 - PM 70.000 daltons) en
PBS al 4,1% (P/V). La viscosidad de cada
MSNA es medida en un viscosimetro Con-
traves LS30, a 36°C de temperatura y a di-
ferentes velocidades de corte.

Medio de suspensién aglutinante
(MSA): Se prepara agregando anticuerpos
(policlonales o monoclonales segtin el caso)
al MSNA, en proporciones precalculadas,
para obtener la serie de dobles diluciones
(desde !/, hasta 1/236). La viscosidad de
cada MSA es medida en un viscosimetro
Contraves LS30, a 36°C de temperatura, a
diferentes velocidades de corte y ajustada
al8mPas.

Suspensiones de glébulos aglutinados:
Se preparan suspensiones de glébulos ro-
jos enel medio MSA, en el que se ha incor-
porado, en la dilucién prevista, anticuer-
pos especificos dirigidos contra los antige-
nos ABO de los glébulos en suspension.

Suspensiones de glébulos no aglutina-
dos: Se preparan suspensiones de glébu-
los rojos en el medio MSA, en el que se ha
utilizado, en la dilucién prevista, anticuer-
pos que no reaccionan contra los antige-
nos ABO de los glébulos de la suspensidn.
Esto se hace para mantener constantes las
caracteristicas fisicas de la suspensién uti-
lizada como testigo control.

INSTRUMENTAL Y METODO

Eritroagregdmetro: Las cinéticas de
agregacién, aglutinacién y disociacién fue-
ron realizadas con un Eritroagregdmetro
Regulet. Este instrumento, cuyo esquema
se presenta en la Figura 2, consta de un
viscosimetro rotacional de cilindros coaxia-
les (tipo Couette). La muestra se coloca en
el espacio, de 1 mm, entre el cilindro exte-
rior giratorio, transparente, y el cilindro
interior, opaco, fijo y termostatizado. Una
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Cllindro
ermostatizado

muestra

4 Fotodetector

Infrarrojo

Fig. 2. Esquema del Erythroagrégametre Regulest.
Viscosimetro Couette transparente y termotizado. De-
tecci6n por retrodifusién de un diodo ldser infrarrojo.

computadora, conectada en linea con el
instrumento, comanda todas las operacio-
nes, y registra y procesa los datos.

El haz de un diodo laser infrarrojo inci-
de perpendicularmente sobre la muestra.
Un fotodetector toma una lectura de la in-
tensidad retrodifundida por los hematies
cada 10 mseg, y transfiere esta sefial d1g1-
talizada a la computadora.

A medida que los algutinatos se diso-
cian la computadora va trazando la curva
de disociacién que, al alcanzar la monodis-
persién celular, se asintoniza en el valor
correspondiente a la suspensién totalmente
disociada. La computadora procesa los
datos y exhibe los resultados. El valor S se
obtiene multiplicando el valor asintético de
la curva por el tiempo total de rotacién (60
seg). El drea S, se calcula integrando, a lo
largo de ese mismo tiempo, la curva de
disociacién de la muestra aglutinada.

METODO

El sistema termostéatico es ajustado a
19°C, temperatura adecuada para el siste-
ma ABO. La suspensién preparada en un
tubo es suavemente homogeneizada, me-
diarte 30 inversiones del tubo tapado (una
inversién por segundo), e inmediatamen-
te colocada en la celda del instrumento. La
celda es puesta en rotacién, a maxima ve-
locidad de corte (400s), durante 10 segun-




los, para homogenelzar y favorecer la
glutinacién por los choques erréticos de
as células. Luego es detenida y manteni-
la en reposo durante seis minutos, hasta
ompletar el proceso de aglutinacién. In-
nediatamente, el instrumento es puesto
wevamente en rotacién a la méxima velo-
idad de corte, durante 1 minuto, tiempo
jue se considera suficiente para disociar
otalmente cualquier aglutinacién. Durante
:ste tiempo, 6.000 lecturas de retrodifusién
&ser son registradas y almacenadas, para
ser procesadas, y obtener los pardmetros
Je la disociacién mecénica:

¢ 1: Tiempo caracteristico de la disocia-
cién.

~ * E_: Pardmetro de energfa.

» T_: Tiempo de disociacién final, co-
rrespondiente al momento en que se alcan-
za el 90% de la disociacién total de los aglu-
tinatos.

RESULTADOS

Glébulos A, y antisuero anti-A
comercial

Se determinaron los tres pardmetros de
la disociacién, en experimentos realizados
con diez muestras de sangre A, enfrenta-
das a una serie de dobles diluciones (des-
de 1/4 hasta 1/128) de un antisuero anti-
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- Pardmetro de qnergla, E;(o/oo) .
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Log, (dikicién def Ac)

Fig. 3. Gréfica de regresi6n lineal y valores medios de
E, en funcién de la dilucién del anticuerpo.

A, comercial. Como control se utilizaron:
¢ eritrocitos O suspendidos en medio
antiaglutinante anti-A, (MSA),
e eritrocitos A, suspendidos en medio
de suspensién no aglutinante (MSNA).
Los resultados se presentan en la Tabla
1yenla Figura 3.

Evaluacién de la precisién del método
La precisién del método fue evaluada
para cada pardmetro, calculando el coefi-
ciente de variacién (CV) sobre veinte
alicuotas de una misma muestra de glébu-

‘7
1 2 3 4 5§ 6 7. 8

TABLA 1

PARAMETROS DINAMICOS DE LA DISOCIACION PARA MUESTRAS DE GLOBULOS A

Variacién de los tres pardmetros dindmicos determinados sobre 10 muestras de glébulos ro;os
A, enfrefitados a la serie de 6 diluciones de razén 2 de un anticuerpo policlonal especifico

Diluciones T(£DS) Coef. correl (promedio) E, (xDS) T, (DS)
1/4 4,68£0,19 0,945 - 165,22+9,18 32,58 £2,04
1/8 2,65+£0,14 0,880 130,64 £7,32 9,97 + 3,52
1/16 1,87 +£0,13 0,916 46,30+ 3,05 6,45+2,77
1/32 0,935%0,10 0,930° 18,30 +£1,25 1,90 0,24
1/64 0,575+ 0,06 0,897 14,00+ 1,02 1,09%0,36
1/128 0,386 £ 0,07 0,865 4,50%+1,25 0,74+0,28
Al + MSNA 0,280+ 0,02 0,786 0,00 0,00 0,35+0,01
O+MsA 0,274+ 0,03 0,658 0,00%0,00 0,36 £ 0,01
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T TABLA 2 .
MEDIA, DESVIO ESTANDAR Y COEFICIENTE DE VARIACION DE LOS PARAMETROS
Resultados estadisticos obtenidos para series de 20 alicuotas de la misma muestra enfrentada a diferentes
diluciones del mismo anticuerpo especifico, en determinaciones realizadas por triplicado

Dilucién T(seg) Ed (%) Td (seg)

M (DS) CV (%) M (DS) CV (%) M (DS) CV (%)

1/4 4785(014) 293 175,7 (6,58) 3,75 44,23 (2,31) 5,23

1/8 3257 (0,08) 249 133,0 (4,74) 3,56 24,91 (1,54) 6,38

1/16 2375(0,01) 4,21 43,0 (1,60) 3,72 5,93 (0,45) 7,55

1/32 1.021 (0,04) 3,16 19,3 (0,69 3,58 1,84 (0,17) 9,26

Media — 3,20 — 3,65 — 5,37
+DS £0,63 £0,08 +2,02

los rojos de donante sano, enfrentados a la
misma dilucién del mismo antisuero. Las
determinaciones se hicieron por triplicado,
por tres operadores distintos. Esto se hizo
para cuatro diluciones diferentes (1/4, 1/
8,1/16 y 1/32). Para cada dilucién se de-
terminaron la media, la desviacién estédn-
dar (DS) y el coeficiente de variacién (CV)
correspondientes a cada uno de los tres
pardmetros fundamentales de la disocia-
cién: 1, Ed y Td. La Tabla 2 presenta los

Evaluacidon de la sensibilidad del
método

Para determinar la sensibilidad del
método, se aplicérel concepto de “diferen-
cias normalizadas”. Dos grupos de mues-
tras, uno de hematles clasificados A,, defi-
nidos como de “fuerte aglutinabilidad”, y

el otro de hematies A,, definidos como de
“débil aglutinabilidad”, aunque sélotierern
una aglutinabilidad algo menor que los A,
(Tabla 3). Cuanto mayor es la diferencia
normalizada, mayor serd la sensibilidad
del pardmetro para detectar variaciones.
Todas las muestras fueron aglutinadas por
el mismo anticuerpo a la misma dilucién
(1/4). La diferencia normalizada entre los
pardmetros caracteristicos de estos dos gru-
pos se calcula por el cociente:

HyoHy

DN = =

Media de Jos desvios estindar de los dos grupos <(DS),; (DS), >

DISCUSION

- El fenémeno de la aglutinacién eritroci-
taria inmunolégica ha sido intensivamente

TABLA 3
ANALISIS DE LA SENSIBILIDAD DEL METODO
Se determinan las diferencias porcentuales y las diferencias normalizadas, para dos tipos de
muestra consideradas de alta (A)) y reducida (A)) aglutinabilidad. Ambas diferencias son indices
de la sensibilidad del pardmetro analizado

Pardmetro A, (fuerte) A, (débil) Diferencia porcentual Diferencia normalizada
3 4,55 0,49 3,94%0,36 155 142
Ed 168,8+9,5 1332184 26,7 3,98
Td 42,8+38 38135 12,3 1,29
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estudiado y extensivamente aplicado, ha-
biéndose desarrollado varias técnicas y
métodos para analizar y cuantificar la re-
accién Ag-Ac. Todos esos métodos estdn
profusamente documentados en numero-
sos articulos y capitulos de libros**171%, En
este fenémeno, el papel mds importante en
las interacciones intercelulares es cumpli-
do porladensidad de sitios antigénicos de
la membrana eritrocitaria y por la afinidad
del anticuerpo. Aun cuando el mecanismo
de esta reaccién es muy bien conocido, y
la relacién estructura-funcién se halla en
la frontera del conocimiento, no resulta
simple evaluar la energfa intercambiada
durante la reaccién, que puede ser cualita-
tivamente estimada por la estabilidad de
los aglutinados. Una posibilidad de esti-
mar esta energfa es midiendo el trabajo
mecénico requerido para disociar comple-
tamente los aglutinados.

Nuestro objetivo es presentar un nuevo
método, que fue desarrollado para anali-
zar dindmicamente la aglutinacién eritro-
citaria inmunolégica y para evaluar su ca-
pacidad para discriminar subgrupos eritro-
citarios (Figura 4). Los resultados obteni-
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Fig. 4. Discriminacién de distintos fenotipes A por ané-
lisis de la evolucién de Ej con la dilucién del anticuer-
po policlonal anti-A.

dos demostraron, ademds, la utilidad del
fenémeno de retrodifusién luminica para
estudiar la energfa intercambiada en la re-
accién de aglutinacién inmunolégica y, por
lo tanto, para estimar la afinidad de los
anticuerpos estudiados.

En este método, las fuerzas producidas
por un flujo rotacional de tipo Couette son
las dnicas involucradas en la disociacién
de aglutinados. La intensidad retrodifun-
dida porlos aglutinatos en suspensién au-
menta en la medida que éstos son disocia-
dos, es decir, la sefial éptica es inversamen-
te proporcional al tamafio de las particu-
las suspendidas y proporcional a su con-
centracién. Esta situacién conduce a la ob-
tencién de pardmetros dindmicos correla-
cionados con la energfa intercambiada en
el proceso de disociacién, los cuales per-
miten estimar la afinidad del anticuerpo
involucrado y discriminar subgrupos so-
bre la base de la potencia de la reaccién.

Este método no sélo proporciona detalles
dindmicos sobre la disociacién de aglutina-
tos, sino que también puede suministrar
informacién sobre las velocidades de aglu-
tinacién (k{+} y de disociacién (k{-}. La
reorientacién inicial de las particulas se ob-
serva en la fuerte pendiente que muestrala
curva de disociacién en su origen y resulta
més claramente marcada cuanto menor es
la potencia de la aglutinacién. Al final de
esta primera fase, la segunda fase muestra
unincremento de la intensidad retrodifun-
dida cada vez menor a medida que se
aproxima a la monodispersién total, al pun-
to que para la muestra control (no aglutina-
da) la segunda fase es tan sélo una recta
horizontal. Enla medida en que la reaccién
es mds débil, la primera fase se hace més
corta y la segunda m4s larga. Para el caso de
la muestra control, no-aglutinada, la prime-

_ra fase llega instantdneamente al valor

méximo vy, en consecuencia, la segunda fase
aparece como una recta horizontal.

Esta nueva técnica estd basada en una
combinacién de retrodifusién léser por
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partfculas en suspensién y disociacién
mecanica de los aglutinatos. Por lo tanto
es capaz de suministrar informacién deta-
llada de la forma en que los aglutinatos se
vandisociando por corte, hasta alcanzar el
estado de monodispersién eritrocitaria. Un
extenso protocolo de experimentaciones
estad siendo ejecutado para validar el mé-
todo y correlacionar sus parametros con la
constante de afinidad.

RESUMEN

La aglutinacién inmunolégica es la con-
secuencia de la reaccién Ag-Ac que adhie-
re eritrocitos adyacentes. Los anticuerpos
se fijan a los sitios antigénicos distribuidos
sobre la superficie de la membrana eritro-
citaria, actuando como anclajes molecula-
res para unir células adyacentes y formas
aglutinadas. Una pequefia cantidad de
energia es disipada durante la reaccién. Si
se suministra una cantidad de trabajo me-
cdnico equivalente a la energfa disipada, los
aglutinatos pueden ser disociados. El tra-
bajo mecénico esrealizado por tensiones de
corte generadas en un viscosimetro de tipo
Couette. Se propone unanueva técnica que
utiliza la retrodifusién de un haz ldser para
analizar la cinética de disociacién de aglu-
tinatos eritrocitarios inmunolégicos, produ-
cida por cizallamiento de los aglutinatos en
suspensién. La intensidad del laser, retro-
difundida, aumenta en ld medida que los
aglutinatos son disociados por corte. El re-
gistro de la intensidad retrodifundida su-
ministra una curva de disociacién que es
ajustada por una ecuacién exponencial. Los
pardmetros que caracterizan esta ecuacién

muestran una buena correlacién conla po-

tencia de la aglutinacién. La integracién
numérica de las curvas de disociacién con-
duce a la obtencién de un pardmetro E que
estima la energfa intercambiada en el pro-
ceso de disociacién y, en consecuencia, la
constante de afinidad.
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SUMMARY

Immunologic hemaglutination is the
common consequence of the in vitro anti-
body-antigen reaction linking adjacent
erythrocyte membranes. Antibodies fixed
to antigenic sites on the red cell membranes
actas molecular bridges, adhering adjacent
cells to form erythrocyte agglutmates. A
little amount of energy is dissipated in this
reaction. Agglutinates can be dissociates by
providing enough energy which may be
mechanically supplied by the shear stress
applied in a Couette viscometer. A new
method is proposed in this paper to deter-
mine the dissociation kinetics of erythro-
cyte immunologic agllutinates using laser
backscattered by sheared suspended par-
ticles. Backscattered light intensity in-
creases as the agglutinates are dissociated
by applying a controlled shear field in a
transparent Couette viscometer. Recording
of backscattered intensity givees curves of
dissociation that can be fitted by an expo-
nential equation. Parameters characteriz-
ing this equation show good correlation
with the strength of the agglutination. A
numerical integration of the dissociation
curve leads to a non dimensional param-
eter E_ that estimates the energy spent
(work done) in the dissociation process that
is, the affinity.
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A rheo-optical method for the study
of aggregated particles: application

monoclonal antibodies

Abstract The adhesive energy of
monoclonal antibody induced ag-
glutination can be assessed from the
shear dissociation of aggiutinates.
Anti-A, anti-B, and anti-AB mon-
oclonal antibodies agglutinate ery-
throcytes with variable strength,
depending on the affinity of anti-
bodies and on the antigenic density
on the cell surface. The time required
for an applied shear stress to disso-
ciate cell agglutinates completely is
depending on the strength of the.
agglutination reaction. The dissoci-
ation process under constant shear
stress can be followed by measuring
intensity of light backscattered by

- to the characterization of ABO blood group

~ suspended particles. The obtained

dissociation curves could be adjusted
by an exponential expression gov-
erned by a parameter called charac-
teristic time of dissociation. This
parameter decreases with increasing
antibody concentration. Integration
of dissociation curves provided an
approach of adhesive energy in-
duced by monoclonal antibody.

Key words Red blood cell -
Dissociation shear stress -
Light backscattering -
Agglutination - Monoclonal
antibodies

Sart Tilman, Liége, Belgium

Introduction

Measurement of physical strength or energy dissipated
by bonds linking red blood cells to ‘each other is an
important requisite to characterize the agglutination
process occurring when those cells are put in contact
with specific antibodies directed against their antigens
(Skalak et al. 1981). Some years ago it was demonstrat-
ed that the total break-up of crossbridges occurred when
the shear stress acts on the mutually adhered cells during
a period of time which depends on the bonds density on
the red cell surface and on the affinity of molecular
ligands (Evans et al. 1991; Sung et al. 1985; Tiees et al.
1993; Tha et al. 1986). Experiments were carried out to
investigate the time dependence of the  al dissociation
of cells under constant shear stress.

In other respects, we have previously reported the
interaction of polyclonal antibodies (Rasia, et al. 1997)
and specific lectins with human red blopd cells and
assessed the energy of cell-cell adhesion fn erythrocyte

Y A”II’. Ja

immunological agglutinates induced using a rheological

- dissociation method in this paper. Cell separation by

shear stresses was followed by measuring laser intensity -
backscattered by suspended particles (free cells or
agglutinates) under shear. This rheo-optical method
which applies backscattered light measurements during
shear dissociation of suspended red blood cell (RBC)
agglutinates was reported by the authors in g previous
paperJ(Stoltz et al. 1996)— %(cw:‘a J“d/{;’f?‘)-
One of the most popular application of antibodies is
blood typing by RBC agglutination reaction. Erythro-
cyte agglutination results from molecular bridging
between adjacent cell surfaces which is carried out with
little expenditure of energy (Salmon et al. 1991). Un-
derstanding the interaction (bridging) of two biological
molecules such as antigens (Ag) and antibodies (Ab)
requires not only the knowledge of the.molecular
structure but also the functional characterization. The
functional activity can be assessed from the adhesive
energy evolved from agglutination reactions. Separation
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of agglutinated cells can be done by external stresses
doing work to overcome the net agglutinating energy. In
this paper a simple and reproducible technique based on
the shear dissociation of agglutinates and on the
measurement of the light backscattered by suspended
particles is applied to the investigation of the aggluti-
nating energy of monoclonal antibodies.

This paper describes a rheological approach that

measured the time necessary to separate, with a constant -

shear stress, suspended RBC agglutinated by monoclo-
nal antibodies specific to the A, B and AB blood group

antigens.

Optical and rheological data analysis

A parameter estimating the specific energy of cellular
agglutination, expressed in terms of contact surface in
the agglutinate state can be derived from data of
backscattering light variation obtained during dissocia-
tion of agglutinated cells in a Couette shear field.
Skalak et al. (1981) have proposed a general state-
ment of energy conservation for the case in which
contact area between cells increases or decreases: the
rate of work per surface unit (w) done by external forces
is proportional to the rate at which energy must be
supplied to separate the adhered cells having a contact

area ga:
dw

T =7 (1)
where 7y surface adhesive energy. Hence, the
changes in the contact surface area are related to the
‘energy supplied to separate bound surfaces.

On the other hand, there is a direct relation between
backscattered light intensity and the specific area (per
volume unit) of suspended particles (cells or aggluti-
nates). Contact area of cell adhered surface (o) can be
estimated by the differences between backscattered
intensities from the agglutinated state and the monodi-
spersed state of red cells (Mills and Snabre 1983):

2
o 99 Ty @

where ¢ and 1’ are the specific area and the diffuse
reflectance, respectively, of agglutinates and, (functions
of time) ¢y and ry are the specific area and diffuse
reflectance, respectively, of monodispersed RBC; these
parameters are functions of time, If RBCs are isolated
(non-agglutinated) the corresponding diffuse reflectance
Ip is constant but if RBCs are agglutinated r’ varies with

time giving a curve which can be approached by an

exponential expression:

R

(3)

This curve is called a dissociation curve (Fig. 1)

involving f, the characteristic time of dissociation. The

-time elapsed from the start of the dissociation process up

to the moment at which 90% of the complete dissoci-
ation of red blood cells is obtained is called the
dissociation time (Tp). '

Under constant shear stress RBC agglutinates are
progressively dissociated, decreasing the contact area o5
that vanishes in the monodispersed state of cells. This
process is time dependent and can furnish an approach
of the spent energy by integrating the curve of dissoci-
ation (diffuse reflectance vs time). The area subtended
under each curve represents the remaining energy not

“spent in the dissociation process. The area correspond-

ing to the non-agglutinated sample (Sy) represents the
total energy furnished by the device, so the work done in
completely dissociating red cell agglutinates can be
calculated:

~ r
S=(SO—SI)=/(r0—-r’) -dt=r0-/ (1 —r—) - dt
0/ .
_. 4)
where S; represents the energy remaining from the
agglutinate dissociation. We can then introduce a new

parameter Ep, called relative surface binding energy, to
find the-energy of dissociation:

So—Sl_f(ro—-lJ)-dt
So - fro-dt (5)

Improvements of red cell aggregometry by laser back-
scattering have made it possible to determine the free
energy of antigen antibody binding from a single
experiment of agglutinate shear dissociation. Further-
more, by accepting some hypothetical conditions the -
specific energy of adhesion can be calculated.

The Derjaguin theory (Derjaguin et al. 1975) relates
the disruption force Fg to the surface adhesive energy (y)

Ep =

kg :
IP (Curvezl ro-r'//.m,_——'
e So‘s1 (
S1
r
—

Fig. 1 Schematic representation of the variation of the intensity of
light Backscattered “r” in functions of time (in Stoltz et al. 1996 and
Rasia et al. 1997). Curve 1: — Agglutinated RBC; Curve 2 — Non-
agglutinated RBC. Time Tp, is defined as the time required to obtain
90% of the total dissociation
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and to the mean curvature radius (R¢) of bridged
membrane surfaces just before the adhesion rupture.
With increasing levels of shear stress in a laminar flow
channel flow, external cells of agglutinates are separated
by peeling and the complete separation occurs for a
critical shear stress 7g acting over the upper area Ag of
the external cell:

Fp=2n-Rc-y=1xAp ' (6)
Hence, the surface adhesive energy can be calculated
from Couette flow experimental data using the Derja-
guin equation (Snabre et al 1987):
Ag-1g | :

y=y- 75 Re | (N
where ¥ is a fitting coefficient relatéd to the random
orientation and the shape of agglutinates in a shear flow.
Assuming that - , :

g=Ep-t - (8)

where 1 is the shear stress applied by the device, we can
write

Ag-t ' ' :
r=v-s 0 ED ' 9
where ED is the relative surface binding energy (Mills and-

Snabre 1983; Skalak et Zhu 1990). It has been deter-
mined by comparing our experimental data with those of

- '::Fxg 4 Vanatxon of the dissoci- 50—
ation time (Tp) (m + SD) for
an anti A with A, erythrocytes ]
(n=10) and an anti B sera with i
B erythrocytes (n=10). Nega- :
tive-control is erythrocytes O - , ol
- with anti A (n=10) and anti B ‘
sera (n=10) ‘
. . st
01 B anti-8
- 2 - I
]
F 204
4 ant-A
154
10}
s} .
C N |
ol I L X 1
‘501 o é-e 5,63 1;‘1'25 100
' 7 Ab concentration (pg/mi)

energy values obtained by other authors on agglutination
of red blood cells reacting against different lectins.

Materials and methods

Monoclonal antibodies. Anti A (murine monoclonal antibody
P47-2) and anti B (murine monoclonal antibody P47-4B6)
monoclonal antibodies were prepared and provided by the
Laboratory of Blood Transfusion Center of the CHU of Liege
(Belgium). Rat monoclonal antibodies against mouse k light chain
were obtained, characterized, produced, and purified according to
the methods described by Delaunay et al. (1990). Mouse immuno-
globulin reference serum was purified by ICN Immunobiologicals
(Cat no.® 64-901) and Mouse hybridoma culture supernatants
samples were collected after a few days of culture of mouse

" hybridoma cells secreting Mabs against ABO human blood group.

Title of anti-A (45 ug/ml) determined with red blood cells A,B was
1024 and title of anti-B (45 ug/m!) determined with red blood cells
A,B was also 1024,
Antibody dilutions. Serial two-fold dilutions were prepared, from
1/4 (11.25 pg/ml) to 1/64 (0.7 u g/ml) of each antibody in thi
suspending medjum,
Blood samples. Blood samples from 36 healthy blood donors wer
used in this study. Blood samples were drawn by venepunctur
from the antecubital vein, anticoagulated with EDTA Na., int
sterile vials, (Etablissement de Transfusion Sanguine de Lorrain
France). Erythrocytes were typed in the ABO system in a
automatic analyzer before being washed three times with isoton
"~ phosphate buffered saline (PBS). Blood samples were of group A
(10), B (10), A, B (6), and O (10) Red cells of O group were used :
negative control. .
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Red blood cells suspensions. Each erythrocyte sample was washed

_three times with PBS and resuspended as 40% suspension in a

medium containing monoclonal antibodies at different concentra-
tions. Red blood cell suspensions were adjusted to 40% because
this hematocrit is the standard suggested by the Erythroaggreg-
ameter for an optimal backscattering signal.

Suspending medium. A solution of dextran 70 (Sigma D1537;
MW =70,000) in a PBS medium at 4.1% was used as suspending
medium (viscosity = 1.82 mPa.s at 37 °C). The addition of dextran
70 caused red blood cells’ aggregation but with a negligible
dissociation energy. Surface Sy could be obtained by integrating
the corresponding dissociation curve.

Experimental procedure. The procedure (Donner et al. 1988; Rasia
et al. 1996) involved experimental determinations carried out with
the Erythroaggregameter (University H. Poincaré licence to Reg-
ulest-Florange-France). Erythrocyte suspension (1.4 ml) is poured
into the gap between both concentric cylinders of the device. The
internal cylinder is fixed and thermostatically controlled, whereas
the external one is transparent and rotates at controlled speed. The
instrument is connected with a personal computer (PC) which pilots
the whole operation, stores values of backscattered light, displays
the dissociation curve, and calculates the dynamic parameters of
dissociation. At the start the external cylinder is set at maximal
rotation (600/sec) for 10 s to homogenize the suspension and put
erythrocytes into contact. Then the instrument is stopped and the
sample is maintained at rest for 6 min to let the reaction reach
equilibrium. Immediately the PC restarts the rotation of the external
cylinder at 600/sec. The sample undergoes this shear rate for I min
and the agglutinates become dissociated. Readings of light intensity
are taken every 10 ms. A total of 6000 readings are taken and
stored. Numerical data are rapidly processed and three parameters
are calculated (Ed, Td, and 7).

hear-dissociation experiments were carried out on RBCs
agglutinated by five different concentrations (11.25 pg/
ml, 5.63 pg/ml, 2.81 pg/ml, 1.41 pg/ml, and 0.70 ug/ml)
of each of both monoclonal Ab, calculated from content
values provided by the Belgium Laboratory. .

Anti A ‘monocldnal antibody was tested against
human red cells of A;, A;B, B, and O (B and O celis
were considered negative controls) groups’."‘Similar tests
were . carried out with the same RBC but with anti B
monoclonal antibody (A; and O cells were negative
controls). %

As the antibody concentration decreased there was a
corresponding decrease in the energy spent to obtain the
complete dispersion of agglutinated cells.

Averaged values of the three parameters obtained by
shear dissociation for each monoclonal antibody corre-
sponding to the highest concentration (11.25 ug/ml) are
presented in Table 1. Calculated mean values of the
specific adhesive energy y are also given. '4vuh{4.';-,

t (4

‘?’\'NTC{ -2V %’m o ?Zggu“ Lf .

Conclusion

Different quantitative hemagglutination techniques have
been developed for many years (Salmon et Hautenave
1961; Streiff et al. 1969; Tha and Goldsmith 1986; Pollak
et al. 1965; Stoltz et al. 1976; Rasia et al. 1990). Autoan-
alyzers and electronic particle counters gave reproducible
results with reduction in variability. However, there are
very few techniques able to determine the agglutination
energy. In general, known techniques to determine the
energy evolved in the hemagglutination reaction analyze
the agglutination process, but these meticulous and
reproducible techniques do not overcome the disadvan-
tages of being very laborious and time-consuming. By
contrast, the method presented here applies the shear
dissociation of agglutinates. The stronger the immuno-
logic reaction, the larger the agglutinates and the higher
the energy required to dissociate them.

This study represents a first attempt to determine
thermodynamic parameters of the RBCs-specific anti-
body interactions by measuring the time dependent
separation of agglutinated cells using laser backscatter-
ing and ‘shear dissociation of agglutinates. A frequent
problem in clinical immunohematology was to define the
antibody quality which is related to its affinity and to its
association constant. Hence an important subject of
research are the techniques developed for the quality
control of antibodies and the possibility of determining
the monoclonal antibody quality which opens significant
perspectives in biophysics.

Estimation of the reaction energy by shear dissocia-
tion of agglutinates can be helpful in comparing different
antibodies. Techniques capable of measuring the agglu-
tination energy have been searched for and developed
for many years. In general these techniques analyze the
agglutination process rather than the dissociation one,
but they are meticulous, laborious, and time-consuming

Table 1 Determination of

dissociation parameters for the Group of red Antibody Energy Specific Characteristic time Dissociation
two monoclonal antibodies blood cells parameter energy of dissociation time Tp (sec)
(anti A and anti B) and 10° Ep y (N/m) - 1077 B (sec)
erythrocytes Ay, A;B and B
A anti A (P47-2) 1269 £ 10.0 3.0 = 0.2 2.33 = 0.11 26.82 + 1.83
A:B anti A (P47-2) 1343 % 8.3 24 £ 015 2.48 + 0.08 27.72 £ 1.35
Al anti B (P47-4B6) 1684 = 7.8  3.04 + 0.14 2.77 £ 0.10 3528 £ 1.72
AB anti B (P47-4B6) 1653 + 54 30 £ 0.1 2.8 £ 0.10 36.17 + 1.43

Variations of Ep for the different A;, AiB, B, and O RBC samples at various concentrat‘iox?s of anti-A
antibody are given in Figs. 2 and 3 for the anti-B monoclonal antibody. The vanations of the
dissociation time Tp with the antibody concentration are given in Fig. 4
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(Salmon and Hautenave 1961). By contrast, the rhe-
ological technique presented in this paper is simple and
leads to the estimation of the energy of dissociation. The
stronger the reaction the flatter the dissociation curve
and the greater the relative area of the surface enclosed
by the curves.

Table 1 shows four parameters which characterize
the antibodies (particularly Ep and y). When antibody
P47-2 reacts against RBCs of AB group, values of Ep

and y show a significant difference with the same
parameters obtained with antibody P47-4B6 reacting
against the same sample of cells. These results are
coherent with those obtained from both antibodies

" reacting against their specific RBCs. We can conclude

that the energy parameter obtained by the laser back-
scattering method in a viscosimeter represents an index
of the antibody affinity and, more generally, to the study
of agglutinated particles in suspension.

ore
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ABSTRACT

The knowledge of the energy involved in cell-cell interactions has significant
implications in biological and medical sciences. Red blood cells (RBC) become mutually
adhered when specific (agglutinins) or nonspecific macromolecules bind adjacent cells in an
irreversible or reversible form. Flow chamber technique with digital image processing was
successfully applied to determine the partial separation, by shear stress, of two RBC
agglutinated face to face (doublet) by specific monoclonal antibodies (MAb) and also to
evaluate the shear stress required to attain this separation. The work done in separating

adhered cells is then easily calculated and serves to evaluate the antibody affinity.

In this work, this technique was applied to evaluate the affinity of a monoclonal
antibody specific to the blood group A antigen. The specific disaggregation energy y (i.e., the
work done by the shear stress) required to disrupt a unit of adhered membrane areas between
agglutinated cells was calculated. On play back the image analysis, measurements were taken
to determine the force applied to the doublet and the relative separation between both RBC.

Values of y; (from 2.70 to 4.61 x 107 N/cm) were found to be proportional to the density (D

=271055 molecules/pmz) of MAb molecules bound on the RBC membrane.

Key words:

dissociation energy, flow chamber, immunologic agglutination, red blood cells, shear stress
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INTRODUCTION

Measurement of the physical strength of the bonds linking cells to each other or to
adjacent tissue surfaces is an important prerequisite for the characterization of adhesion
processes occurring in the blood circulation and elsewhere, such as cancer metastasis, platelet
thrombosis, and leukocyte margination and extravasation. In recent years, considerable efforts
have been made to develop experimental methods to measure the force involved in cell-cell
adhesion. Chien et al. (1,2) have measured the hydrodynamic force necessary to disaggregate
an individual doublet of discoid erythrocytes. They used the bulk fluid shear stress as the
disrupting force, which is an approximation of forces acting on such a doublet. Evans et al. (3-
5) have developed techniques of micromanipulation (micropipette aspiration) of individual
cells whereby analysis if their deformation when brought into contact provides a measurement
of surface affinity. With this technique they have measured the force required to aisrupt two
erythrocytes that have been agglutinated (6). Tha et al (7-9) have developed theoretical and
experimental approaches, with a traveling microtube apparatus, to calculate the force required
to separate two red blood cells spheres crosslinked by antibody. Rasia et al (10,11) have
attempted to determine thermodynamic parameters of red blood cells (RBC) specific-antibody
interaction by analyzing laser intensity backscattered by suspended agglutinates mechanically

dissociated in a Couette shear flow.

The present paper describes experiments carried out to measure the work done to
detach red cells agglutinéted by specific monoclonal antibodies applying hydrodynamic
forces in a shear flow. Flow chal’nb;er technique was applied to determine the partial
separation of two RBC agglutinated face to face (doublet) and to evaluate the force required

to separate both cells.

(V%)



MATERIALS AND METHODS

Red Blood Cells: fresh blood samples were drawn from healthy volunteers of A; group (12)
with EDTA-K3 as anticoagulant. Each sample was centrifuged at 3000g during 10 minutes.
After centrifugation, the plasma and buffy coat were removed and the settled RBC were
washed three times in phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.4, containing 0.20 % human

serum albumin (HSA).

Monoclonal antibodies (MAb): the culture supernatant of a murine hybridoma cell line
producing the S10-11A6 IgG; anti-A monoclonal antibody was the generous gift of Dr.
Sondag (Centre de Transfusion Sanguine of the Centre Hospitalier Universitaire, Liege,
Belgium). The supernatant was centrifuged to remove cells and debris, supplemented with

0.1 % sodium azide to maintain sterility and stored at 4°C.

Red cell suspensions: RBCs were resuspended at a final concentration of approximately 5.1
x 10® RBC/ml (~ 0.07 %) in PBS-HSA containing MAb dilutions ranging from 11.6 to 18.6

ng/ml (dilutions of 1/1000, 1/1200, 1/1400, 1/1500 and 1/1600).

Flow chamber: the experiments were carried out in a geometrically defined channel of a
parallel plate flow chamber (1). The chamber was made by sandwiching an 840 pm thick
parafilm éheet wi"th a cut out of 1.8 x 4.3 cm, between a thick Plexiglas base (6.7 x 4.2 x 0.8
cm) and a thin cover glass (53 x 78 x 0.32 mm). The channel was sealed by vacuum. The
acrylic base has two rectangular apertures 4 cm apart, which was used as inlet and outlet of
the fluid for the channel. The inlet,was connected to a servo-controlled peristaltic pump
(Masterflex, Cole Palmer Instrument, USA) having a continuous variable speed control to
induce controlled flow of PBS-HSA in the channel. This channel was installed on the stage of

an optical inverted microscope (magnification x 60) which a CCD camera and connected to a

Digital Image Processor (Visilog 5.1, Noesis, France) tB‘analyze microscopic images.



Experimental procedure

The cell suspension was incubated at room temperature for 45 min while stirred on a
rotary mixer at 3 rpm to homogenize the antibody fixation in order to attain the formation of
agglutinates by MAbs. After the introduction of the cell suspension in the flow channel 30
min was allowed for the agglutinates to settle on the channel floor. All the experiments were
performed at room temperature. A cell free PBS-HSA was then pumped through the channel.
The flow rate (Q) was increased, in a stepwise fashion to achieve a shear stress range from 4
to 150 mPa. By scanning microscopically the channel floor while the suspension was at rest, a
two cells agglutinate (doublet) was chosen to be observed, recorded and analyzed at each
level of shear stress. The degree of disaggregation in response to shear flow was correlated

with the shear stress acting on the doublet.

Controlled shear stress: the shear stress (7, in mPa) acting on the aggregates that had settled
on the channel floor was calculated from the channel geometry (height [#] and width [w], in

cm), the flow rate (Q, in cm3/s) and the viscosity of the fluid (779, in mPa.s) as follows (13):

RESULTS

Experiments were performed on agglutinates having five different levels of density of
bound antibodies on the RBC membrane. Experiments of shear stress separation were
performed on two-cell agglutinates indliced by each of the five different antibody dilutions. A
RBC doublet that stacked itself in a top-bottom configuration adhered to the channel floor

was chosen in each experiment to be subsequently analyzed. At the start of the separation

process one can assume that the cross-links distribution is homogeneous in the adhered area



of membrane. This condition can be accepted until the contact area attains the 50 % of the
original value. After applying the shear stress, the top cell was peeled away from the bottom
cell, which remained attached to the channel floor because of its adherence to the slide base
(figure 1). The process of dissagregation of the cell doublets under shear was analyzed. A
fraction of the initial agglutinated area between both cells became separated at each stress
step. Figure 2 shows the relationship between the fraction of separated area and the applied
shear stress. It is important to indicate that every point in the curves represent averaged values
obtained from n analyzed doublets. With increasing shear stress the adhered area
progressively decreases and the length of separation increases. When the contact area is only a
few percent of the original value, there is a molecular rearrangement with an increased
concentration of cross-links at the edge of the adhered area. This behavior, as described by
Skalak and Zhu (14), could demonstrate why the separation curves appear going to an

apparent saturation as the shear stress increases.

The MAD density (D, in molecules/um?) for each dilution was estimated as follows
(15):

H. BN

= 2
mw.N_. A @

where B is the concentration of Mab-bounds estimated by ELISA (16) (in g/ml), mw is the
molecular weight of the MAb (150 kDaltons), N is the Avogadro’s number (6.02 x 10
molecules/mol), Nc is the total number of RBCs in the suspension, and A4 is the surface area of

each RBC (150 pm?).

-

The energy () required to separate a unit area of adhesion between both cells of any

doublet can be calculated from the work done by the shear stress (15):
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where Ag (50 umz) is the projected area of the top cell (area of cell exposed to the shear
stress), 7sp 1s the shear stress requifed to separate 50 % of the interaction area and dsy (4 pm)
is the distance through which the top cell was moved when 50 % of interaction area becomes
separated.

The 150 and y4 values for agglutinates having different surface antibody densities are
given in table 1. As the surface density of the MADb molecules increased, an increase of the
shear stress required to separate a determined fraction of adhered area of the agglutinated cells
has been observed. Furthermore, a direct correlation between y; and D (r = 0.987) was found.

The mean ratio of y;/D was 8.92 (SD = 0.50) x 10" N.cnvmolecule.

DISCUSSION

The development of methods for analyzing the capability of human and murine
antibodies lead to the improvement of the quality and the standardization of the reagents used
in immunohematology. The use of monoclonal antibodies as routine reagents obliged the
producer's to reifise both the composition and the concentration of reagents. Indeed the
performance of an immunological reagent depends on several factors, but at least two of them
are very important: the immunological and physicochemical characteristics of the antibody

and the medium.

-

In order to avoid some risks it is important to consider the nature, the affinity and the
thermic optimum of the antibody. So it.is important to define criteria for the selection of
monoclonal antibodies and derived reagents. Essential criteria may be: the patterns of

agglutination of common phenotype and variants, the affinity, the avidity and the specificity.



The comparative analysis of the specific energy determined for monoclonal antibodies can

reveal the properties, particularly, the affinity, and hence the quality of each type of reagent.

One of the questions suggested by the use of monoclonal antibodies as
immunohematological reagents is concerning the analysis of results of the molecular biology
studies of blood groups. In practice, the use of selected monoclonal antibodies instead of
polyclonal ones provides real advantages in the domain of blood transfusion biology: (a) the
supply is unlimited, (b) the concentration of antibodies can be measured (ELISA, cytometry,
etc), (c¢) there is significant reductions in the risk of contamination of the reagent, (d)
antibodies can be selected a priori for their specificity and affinity. Hence, in
immunohematology, the production of monoclonal antibodies will allow to develop new

methods of testing.

One of the most important properties of an antibody is its affinity, which can be
approached by determining the energy expended in the agglutination reaction. This energy

could be quantitated applying a model propose by Sung et al. (15). These researchers used a

applying increasing fluid drag forces. These forces were calculated from the flow rate. The
specific energy required to dissociate a unit area of interaction between two membranes
mutually adhered, was estimated from the work done by the drag force in separating 50% of
the adhered area. Indeed, it is possible that the specific energy calculated in such form would
be lower than the effective energy used in separating completely two adhered cells. Studies
carried out by Evans and Leung (6) have shown that disaggregation of red blood cells
agglutinated by vegetal lectins may involve the planar displacement of the bridging
molecules. Also Skalak and Zhu (14) indicated that there should be some molecular
rearrangement which produces an increased concentration of bridges at the edge of the

adhered area as it is reduced. However, in our studies as well as in the studies carried out by



Sung et al. (15) the percent of area separation increases proportionally to the applied shear
stress. Indeed, the increasing work required causing additional separation support the
hypothesis that the bridging MAb molecules are collected at the leading edge of the
separation area. Thus, it is reasonable to think that one can have a lower value of y, than the
free energy change derived from MAb-receptor interaction. However, the adhesive energy
determined with the flow chamber on RBC doublets, induced by low concentrations of MAb,
can be considered as a good parameter to compare the quality of different monoclonal

reagents because it estimates the affinity of the antibody.

The energy involved when human erythrocytes become agglutinated by MAb was
quantified in an experimental setup that applies the flow channel technique. In our study a
monoclonal antibody specific to the blood group A was used as an experimental model to
investigate the energy of RBC agglutination through the mechanism of speciﬁc antigen-

antibody recognition.

The energy exchanged in cell agglutination-dissociation has been assessed with the
flow chamber method. The disaggregation y4/D ratio derived from our flow channel studies
for the S10-2G12 IgG anti-A monoclonal antibody reacting against RBC of A; group was
8.92 x 107" N.cri/molecule. Sung et al. (15) were found y4/D values of 0.25 x 107" and 0.29 x
107" N.cm/molecuie for aggregates induced by two lectins specific to blood group A, Helix
pomatia (HPA) and Dolichos biflorus (DBA), respectively. The shear stress needed to
separate MAb-induced two.-cell aggregates was found to be proportional to the surface density
of antibody molecules. Comparative" results of several dilutions of the same antibody reacting
against the same blood sample showed markedly different dissociation curves demonstrating
the importance of the surface density of cross-linking molecules in determining the energy

exchanged in red blood cell agglutination.



Thus this biophysical approach can provide new and interesting information about the

intercellular adhesion and, consequently, may suggest new questions on the energies involved

in immunological RBC agglutination. Such information on the energy existing between

membranes agglutinated by MAb may help to understand many important physiological and

pathological phenomena but particularly, it can help in the quality control of monoclonal

antibodies.
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Figure 1:

Effect of the shear stress on a doublet. The top cell being peeled away from the bottom
cell as the shear stress increases: 1) T =0 mPa; 2) t =4.8 mPa; 3) 1= 13.2 mPa; 4) 1 =
35.4 mPa; 5) t = 63.2 mPa; 6) T = 96.5 mPa.
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Figure 2

Percentage of separation from n cell doublets in function of the shear stress for different

concentrations of MAb: ¥ 1/1000 (n = 8), & 1/1200 (n = 8), ® 1/1400 (n = 10),
A 1/1500 (n=8) and ¢ 1/1600 (n = 8).
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Table I
The disaggregation energy (y;) for MAb-induced erythrocyte agglutinates.

Dilution (molecfl;/ pmz) (r‘glg:) (1 0_97§/ cm)
1/1000 552 115.2 £28.1 (n=8) 4.61x1.12
1/1200 4142 88.4 £ 18.1 (n=8) 3.54£0.73
1/1400 38%3 83.2£18.9 (n=10) 3.33+£0.76
1/1500 34+£3 73.8£17.1 (n=8) 2.95+0.68
1/1600 27+ 4 67.6 £16.1 (n=8) 2.70 £ 0.65

*x+ SD
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Contribution a Pétude de [laffinité des anticorps monoclonaux par des
méthodes d’optique physique

RESUME : Les mécanismes d'interaction conduisant a I'adhésion cellulaire présentent un intérét
fondamental pour les sciences biologiques et meédicales. En particulier, Iinteraction et 'adhésion
erythrocytaire ont été considérées.

L’objectif de ce travail était d'étudier les interactions cellule-cellule, par la détermination de 'énergie
de liaison intercellulaire en utilisant deux techniques rhéo-optiques. Nous avons utilisé des agglutinats
érythrocytaires induits par un anticorps monocional comme modéle expérimental d'interaction
cellulaire spécifique. Dans un premier temps, nous avons quantifié I'énergie impliquée dans la
dissociation intercellulaire par une approche microscopique (chambre de flux). Cette méthode permet
d’appliquer une contrainte de cisaillement paralléle a linterface d’adhésion d’'un agglutinat a deux
celiules (doublet). Les agglutinats, soumis a une contrainte de cisaillement, sont observés au
microscope et les images prises sont enregistrées. L’analyse de ces images rend possible la
quantification directe du degré de dissociation en réponse a la contrainte appliquée. Dans un second
temps, nous avons étudié I'énergie impliquée dans 'agglutination immunologique par une approche
plus giobale (érythroagrégamétre). Dans cette méthode, le signal d'intensité iumineuse rétrodiffusée
par des agglutinats en suspension est mesuré. Les agglutinats sont dissociés par la contrainte de
cisaillement constante appliquée dans I'entrefer d’un viscosimétre du type Couette.

Dans ces deux techniques, une corrélation entre la densité en anticorps sur la membrane
érythrocytaire et les différents paramétres expérimentaux obtenus a été mise en évidence.

En conclusion, I'énergie de dissociation cellulaire a été obtenue a partir des mesures expérimentales
et de I'analyse théorique. Les approches utilisées pour I'étude de ce systéme érythrocytes-anticorps
peuvent étre étendues, moyennant certaines modifications, aux autres systémes impliquant d’autres
molécules d'interaction.

Mots clés: érythrocyte, anticorps monoclonal, agglutination immunologique, adhésion
cellulaire, chambre de flux, érythroagrégameétre, contrainte de cisaillement.

Contribution to the study of affinity of monoclonal antibodies for optical-
physical methods

ABSTRACT : The mechanism of interaction invoived in celi-cell adhesion has significant implications
in biological and medical sciences. Particularly, the erythrocyte interaction and erythrocyte adhesion to
the vascular tissue have been widely studied.

The purpose of this work was to study the cell-cell interaction, by the quantification of the intercellular
binding energy by two reo-optical techniques. In the present study, red blood cell agglutinates induced
by monocionai antibodies have been used as an experimental modei system of specific cell-cell
interaction.

First, the energy involved in intercellular dissociation was quantified by a microscopic approach (flow
channel). By this method a uniform shear stress parallel to the two-cells agglutinate interface is
applied. The agglutinates, subjected to the shear stress, were observed under the microscope and the
images were recorded. The analysis of these images allowed the direct quantification of the degree of
dissociation in response to applied shear flow. Second, the energy involved in immunological
agglutination was studied by a global approach (erythroaggregometer). Backscattered light intensity
from the aggiutinate suspension was evaluated. These agglutinates were dissociated by imposing a
constant shear stress in a transparent Couette viscometer.

In both techniques, a direct correlation between the surface density of monoclonal antibody molecules
on the erythrocyte membrane and the different parameters was found.

In conclusion, the energy involved in cell-cell dissociation has been assessed by experimental
measurements and theoretical analysis. The approaches used in this erythrocyte-antibody system
may be extended, with proper modifications, to other cell systems involving other interacting
molecules.

Keywords : erythrocyte, monoclonal antibody, immunological agglutination, cellular adhesion,
flow channel, erythroaggregometer, shear stress
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