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Abstract

Introduction: In addition to their traditional role in oxygen transport, red blood cells play an
active part in maintaining immune balance, particularly through their interaction with immune
cells such as monocytes. These monocytes are the key players in innate immune responses.
They perform several immune functions that are closely linked to environmental conditions.
These functions include protecting the integrity of the plasma membrane in the event of heat
stress and stimulating defence mechanisms in the event of infection. This work fits within this
context and aims to understand how these monocytes behave in the presence of red blood cells

with a haemoglobin deficiency, focusing on these two aspects.

Material and methods: PBMCs, isolated by Ficoll density gradient centrifugation from
volunteers with haemoglobin deficiency, were used to obtain monocytes enriched by selective
adhesion to plastic. These monocytes were then treated with their autologous erythrocytes
(20:1). To assess the membrane integrity of the GRs, they were subjected to heat stress (54 °C,
30 min) with the lysate obtained from the culture, and the released Hb was then measured by
spectrophotometry. For the visualisation of Traps by microscopy, the treated monocytes were
fixed and stained using the May-Griinwald-Giemsa method, and the images were analysed

using Imagel.

Results: The results show that treating monocytes with haemoglobin-deficient red blood cells
significantly restores monocyte function, thereby protecting membrane integrity under thermal
stress. This restoration also applies to the induction of TRAPs, where a significant reduction in
released TRAPs is observed, suggesting that the inflammatory state of monocytes is restored to

homeostasis

Conclusion: Hemoglobin-deficient red blood cells modulate the response of monocytes to heat
stress and hypoxia by promoting METosis and partially enhancing their protective activity

against hemolysis, with regulation dependent on the inflammatory context.

Key words: Hemoglobin deficiency, Monocytes, Erythrocytes, METosis, Heat stress, Heat-

induced hemolysis.
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Résumé

Introduction : Outre leur rdle classique de transporteurs d'oxygene, les érythrocytes participent
activement a l'homéostasie immunitaire, notamment en interagissant avec les cellules
immunitaires, telles que les monocytes. Ces derniers sont les principaux acteurs des réponses
immunitaires innées. Ils possédent plusieurs fonctions immunitaires qui dépendent étroitement
des conditions environnementales. Parmi celles-ci, on compte la protection de l'intégrité de la
membrane plasmique en cas de stress thermique et I'induction de trappes en cas d'infection. Ce
travail s'inscrit dans ce contexte et vise & comprendre comment ces monocytes se comportent
en présence de globules rouges déficients en hémoglobine, en se concentrant sur ces deux axes

d'action.

Matériel et méthodes : Les PBMC, isolés par gradient de ficoll chez des volontaires présentant
un déficit en hémoglobine, ont permis d'obtenir des monocytes enrichis par adhésion sélective
sur plastique. Ces monocytes ont ensuite €té traités avec leurs érythrocytes autologues (20 :1).
Pour évaluer 1'intégrit¢ membranaire des GR, ceux-ci ont ét¢ soumis a un stress thermique (54
°C, 30 min) avec le lysat obtenu a partir de la culture, puis 1'Hb libérée a ét¢ mesurée par
spectrophotométrie. Pour la visualisation des Traps par microscopie les monocytes traités ont
été fixés et colorés par la méthode de May-Griinwald-Giemsa, puis les images ont été analysées

par ImageJ.

Résultats : Les résultats montrent que le traitement des monocytes par des globules rouges
déficients en hémoglobine rétablit significativement la fonction monocytaire afin de protéger
I’intégrit¢ membranaire sous stress thermique. Cette restauration concerne ¢galement
l'induction des traps, ou I'on observe une diminution significative des traps relachés, suggérant

ainsi la restauration de 1'état inflammatoire des monocytes vers I’homéostasie.

Conclusion : Les érythrocytes carencés en hémoglobine modulent la réponse des monocytes
face au stress thermique et a I’hypoxie, en favorisant la METose et en renfor¢ant partiellement

leur activité protectrice contre I’hémolyse, de maniére dépendante du contexte inflammatoire.

Mots-clés : Carence en hémoglobine, Monocytes, Erythrocytes, METose, Le stress thermique,
Hémolyse induite par la chaleur.
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Introduction

Longtemps considérés comme de simples transporteurs d’oxygeéne assurant les échanges
gazeux entre les poumons et les tissus périphériques, les érythrocytes sont aujourd’hui reconnus
comme des acteurs a part entiere de ’homéostasie immunitaire (Anderson et al. 2018; Elahi
2026). Au-dela de leur fonction respiratoire classique, de nombreuses études ont démontré leur
capacité a participer activement a la régulation des réponses immunitaires en interagissant avec
diverses populations leucocytaires, en modulant la biodisponibilit¢ de médiateurs
inflammatoires et en contribuant au maintien de 1’équilibre entre activation immunitaire et
tolérance tissulaire (Papadopoulos et al. 2021; Ren et al. 2023; Limaye et al. 1991; Gershon
1997). Cette vision renouvelée des globules rouges a profondément modifi€é notre
compréhension de leur role physiologique et pathologique, en particulier dans les contextes

inflammatoires et infectieux (Anderson et al. 2018).

Parmi les cellules immunitaires susceptibles d’étre influencées par les érythrocytes, les
monocytes occupent une place centrale. Ces cellules myéloides circulantes constituent 1’'une
des premicres lignes de défense de ’immunité innée et assurent des fonctions essentielles de
surveillance, de phagocytose et de production de cytokines (Geissmann et al. 2010; Italiani and
Boraschi 2014). Leur remarquable plasticité fonctionnelle leur permet d’adapter rapidement
leur phénotype et leurs réponses effectrices aux signaux issus du microenvironnement (Mitchell
et al. 2014; Ziegler-Heitbrock et al. 2010). En réponse a des agressions variées, telles que les
infections, les perturbations métaboliques ou les stress cellulaires, les monocytes orchestrent
des programmes adaptatifs complexes visant a préserver I’intégrité tissulaire et a limiter les

dommages induits par I’inflammation (Kapellos et al. 2019; Jakubzick et al. 2017).

Parmi ces mécanismes adaptatifs figurent notamment les réponses au stress thermique, qui
mobilisent des voies cytoprotectrices destinées a maintenir I’intégrit¢é de la membrane
plasmique et la viabilité cellulaire. Les protéines de choc thermique, les systemes antioxydants
ainsi que les mécanismes de réparation membranaire jouent alors un role déterminant dans la
préservation des fonctions immunitaires (Richter et al. 2010; Morimoto 2011). En parall¢le,
lors d’infections ou de situations inflammatoires séveres, les monocytes peuvent également
générer des structures extracellulaires de type « traps » ou trappes extracellulaires
monocytaires, constituées d’ADN, d’histones et de protéines antimicrobiennes. Ces structures
participent a la capture et a I’¢limination des agents pathogeénes tout en influencant I’amplitude

de la réponse inflammatoire (Granger et al. 2017a; Doster et al. 2018).
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L’¢état physiologique des érythrocytes constitue un déterminant majeur des interactions qu’ils
¢tablissent avec les cellules immunitaires. En particulier, les anomalies quantitatives ou
qualitatives de I’hémoglobine modifient profondément les propriétés mécaniques, métaboliques
et redox des globules rouges, favorisant ’apparition de signaux susceptibles d’altérer les
réponses immunitaires environnantes (Silva et al. 2013; Bissinger et al. 2019). Bien que
I’impact des érythrocytes dysfonctionnels sur 1’inflammation systémique soit désormais bien
documentg, les conséquences directes de leur interaction avec les monocytes demeurent encore

insuffisamment caractérisées (Aboderin et al. 2023).

Dans ce contexte, la compréhension du dialogue fonctionnel entre monocytes et globules rouges
déficients en hémoglobine représente un enjeu majeur pour décrypter les mécanismes
immunitaires associés aux pathologies érythrocytaires (Chan et al. 2022). Nous faisons
I’hypotheése que I’altération du contenu en hémoglobine des érythrocytes traduit par une
hypoxie est susceptible de moduler les capacités adaptatives des monocytes face a différents
stress environnementaux (Silva et al. 2013). Ainsi, ce travail vise a caractériser le comportement
des monocytes en présence de globules rouges déficients en hémoglobine, en se focalisant sur
deux fonctions clés de I'immunité innée : la préservation de I’intégrit¢é membranaire en
conditions de stress thermique et la formation de trappes extracellulaires (Tsan and Gao 2009;
Vulczak et al. 2019; Granger et al. 2017a; Mufnioz-Caro et al. 2014). L’étude de ces mécanismes
permettra de mieux comprendre comment les altérations érythrocytaires liées a 1’hypoxie
influencent les réponses immunitaires innées et pourrait ouvrir de nouvelles perspectives dans
la compréhension physiopathologique des maladies associées aux déficits en hémoglobine et

des conditions hypoxiques.
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Revue de littérature

I.1. Les érythrocytes

1.1.1. Généralités et structure

Les érythrocytes, ou globules rouges, représentent environ 40 a 45 % du volume sanguin total
et constituent les cellules les plus abondantes du sang humain (El Brihi and Pathak 2026).
Produits en continu dans la moelle osseuse par le processus d’érythropoi¢se stimulé par
I’érythropoiétine (EPO) en réponse a I’hypoxie, ils dérivent de plusieurs stades de
différenciation aboutissant a la formation de réticulocytes puis d’érythrocytes matures (Haase
2013). Leur maturation s’accompagne de I’expulsion du noyau et de la disparition des organites
intracellulaires, optimisant ainsi leur capacité de transport de I’oxygeéne grace a I’hémoglobine

(E1 Brihi and Pathak 2026).

Les érythrocytes présentent une forme biconcave caractéristique, d’environ 7 a 8§ pm de
diametre, qui augmente leur surface d’échange et favorise la diffusion des gaz respiratoires
(Diez-Silva et al. 2010; Yap and Zhang 2021). Leur grande déformabilité leur permet de
traverser des capillaires plus étroits que leur diametre grace aux propriétés viscoélastiques de
leur membrane (Strijkova-Kenderova et al. 2021) (Thomas R. L. Klei et al. 2017). Celle-ci est
constituée d’une bicouche lipidique associée a des protéines membranaires telles que les
glycophorines et la bande 3, essentielles au maintien de I’intégrité structurale, a 1’expression
des antigénes sanguins ainsi qu’aux interactions immunologiques (Llaudet-Planas et al. 2018;
Rouger 2005). La membrane participe €également a la limitation de la formation excessive de
microvésicules liées au vieillissement cellulaire et a I’inflammation (Antonelou et al. 2022). La
durée de vie moyenne des érythrocytes est d’environ 120 jours, apres quoi ils sont éliminés par
les macrophages du systeme réticulo-endothélial, principalement dans la rate, et toute
perturbation de 1’équilibre entre leur production et leur destruction peut conduire a des

pathologies telles que I’anémie ou la polyglobulie (Borges and Sesti-Costa 2022).

1.1.2. Hémoglobine et organisation cellulaire

Plus de 90 % de la composition protéique cytoplasmique est constituée d'hémoglobine, dont la
disposition est congue pour faciliter au mieux la circulation des gaz respiratoires (Roux-Dalvai

et al. 2008). Sa structure quaternaire et son état redox ont un impact direct sur la viscoélasticité
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cytoplasmique et la survie des érythrocytes (McClain et al. 2004) (Antonelou et al. 2022).
L'hémoglobine et la surface interne de la membrane interagissent pour controler la
déformabilité et le métabolisme glycolytique (Barshtein et al. 2024). Des altérations de la
structure de 'hémoglobine peuvent entrainer la formation d'agrégats intracellulaires (Barshtein
et al. 2024) qui modifient la rhéologie du sang (“Blood Rheology and Hemodynamics™ 2003).
L'homéostasie de I'hnémoglobine est maintenue par des systémes enzymatiques antioxydants qui
protégent la cellule contre des dommages irréversibles (Revin et al. 2019). Une étape clé de la
sénescence ¢érythrocytaire est la dégradation régulée de I'hémoglobine, qui est synchronisée

avec la clairance par les macrophages (Kiefer and Snyder 2000).
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Figure 1.1 Représentation schématique des caractéristiques fonctionnelles et du devenir

métabolique de 1'érythrocyte.

I.1.3. Erythropoiése

L'érythropoiése constitue un processus hautement ordonné par lequel les cellules souches
hématopoiétiques multipotentes (CSH), résidant dans la niche médullaire, s'engagent
progressivement vers le lignage érythroide sous l'impulsion de signaux transcriptionnels et
cytokiniques spécifiques (Dulmovits et al. 2017). Cette différenciation hiérarchique implique
le passage séquentiel par des progéniteurs intermédiaires BFU-E (Burst-Forming Unit-
Erythroid) puis CFU-E (Colony-Forming Unit-Erythroid) dont la survie et la prolifération
dépendent de fagon critique de la signalisation par 1'érythropoiétine (EPO) via son récepteur

3
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membranaire EPOR (Bhoopalan et al. 2020). L'activation d'EPOR déclenche la cascade
JAK2/STATS, induisant I'expression des facteurs de transcription érythroides maitres GATA-1
et KLF1, qui orchestrent conjointement la répression des génes de pluripotence et l'activation
du programme de différenciation terminal (Watowich 2011). Au stade proérythroblastique, les
cellules entament une maturation morphologique caractérisée par une réduction progressive du
volume cellulaire, une condensation chromatinienne et une accumulation massive
d'hémoglobine intracytoplasmique, aboutissant a 'expulsion du noyau lors de la transition
réticulation-érythrocyte mature ( Zhao et al., 2016). Ce processus d'énucléation, propre aux
mammiferes, génere simultanément le réticulocyte qui achéve sa maturation dans la circulation
périphérique en 24 a 48 heures et un corps apoptotique nucléaire phagocyté par les
macrophages de 1'1lot érythroblastique (Menon and Ghaffari 2021; Moras et al. 2017;
Ovchynnikova et al. 2018). La régulation fine de ce continuum différenciatif implique
¢galement des facteurs épigénétiques, notamment les modifications post-traductionnelles des
histones et le remodelage de la chromatine, conférant a 1'érythropoiése sa remarquable plasticité
adaptative face aux variations de I'oxygénation tissulaire (Rossmann and Zon 2021; Wu et al.

2025).
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Figure 1.2 Différenciation et maturation des érythrocytes
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1.1.4. Fonctions physiologiques

I.1.4.1. Transport de ’oxygéne et du dioxyde de carbone

Le role principal des globules rouges est d'utiliser I'hémoglobine pour transporter I'oxygeéne vers
les tissus périphériques (Barshtein et al. 2024). Parall¢lement a ce processus, le dioxyde de
carbone est capturé et acheminé vers les poumons en vue de son ¢élimination. La vaste surface
membranaire et la déformabilité des cellules au sein de la microvascularisation déterminent
l'efficacité¢ de ces échanges gazeux (Barshtein et al. 2024) (Li et al. 2018). En présence de
métabolites acides, 1'allostérie complexe de I'hémoglobine facilite la libération d'oxygene
(Yonetani et al. 2002). En conséquence, les érythrocytes agissent comme des transporteurs
dynamiques, modifiant la perfusion gazeuse en réponse aux besoins métaboliques régionaux
(Sprague et al. 2011). Afin d'éviter I'hypoxie cellulaire et de préserver I'équilibre énergétique,

ce flux gazeux doit €étre maintenu (Sprague et al. 2011).

1.1.4.2. Protection contre le Stress Oxydatif

Au-dela de leur rdle canonique de transporteurs d’oxygene via I’hémoglobine, les érythrocytes
matures sont dotés d’un arsenal antioxydant sophistiqué qui leur confére une résistance
remarquable au stress oxydatif inhérent a leur environnement hyperoxique et a leur longévité
circulatoire de 120 jours (Franco et al. 2019). Cet équilibre redox repose sur une cascade
enzymatique coordonnée : la voie des pentoses phosphates, via la glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD) NADPH-dépendante, assure la régénération continue du glutathion
réduit (GSH), principal tampon antiradicalaire de premiere ligne, tandis que la superoxyde
dismutase (SOD) cytosolique convertit les superoxydes — générés lors des cycles
d’oxydoréduction de ’hémoglobine en H-0O:, lequel est ensuite détoxifié par la catalase et la
glutathion peroxydase (GPx) (Fujii et al. 2021; Orrico et al. 2023; Scott et al. 1991). A ce
dispositif s’ajoute la peroxyrédoxine-2 (Prx-2), protéine thiorédoxine-dépendante la plus
abondante du cytosol érythrocytaire aprés I’hémoglobine, qui neutralise les hydroperoxydes
organiques et protége 1’intégrité membranaire contre la peroxydation lipidique, prévenant ainsi
I’hémolyse oxydative (Low et al. 2008; Sadowska-Bartosz and Bartosz 2023). Lorsque ces
mécanismes de protection sont génétiquement altérés comme dans la drépanocytose, les
thalassémies ou le déficit en GO6PD I’érythrocyte perd sa capacité a contréler sa charge
oxydative intrinséque, accumulant des dommages membranaires progressifs (carbonylation
protéique, peroxydation lipidique) qui aboutissent a I’exposition de la phosphatidylsérine (PS)

oxydée en surface, transformant le globule rouge déficient en une source active de DAMPs pro-
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oxydants susceptibles d’activer les monocytes environnants (Chaves et al. 2008; Nguyen et al.

2011; Rocha et al. 2008).

1.1.4.3. Libération de DAMPs érythrocytaire et signalisation monocytaire

L'hémolyse érythrocytaire libeére dans le compartiment vasculaire de 1'hémoglobine libre et ses
dérivés oxydés — méthémoglobine, ferry hémoglobine — qui agissent comme DAMPs et
déclenchent une réponse inflammatoire stérile, indépendante de tout agent infectieux (Bozza
and Jeney 2020; Nyakundi et al. 2019). L'héme libre se distingue parmi ces signaux de danger
en se liant au complexe récepteur TLR4/MD-2 des monocytes selon un site d'interaction distinct
de celui du LPS, initiant la cascade de signalisation MyD88/TRIF/NF-kB (Janciauskiene et al.
2020). Dans les monocytes, cette activation de TLR4 induit une surproduction de dérivés
réactifs de l'oxygene (ROS) via la NADPH oxydase et active NF-xB, conduisant a la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et I'IL-1f (Singh et al. 2016). La réponse
inflammatoire est amplifiée par d'autres DAMPs érythroides : microparticules membranaires
exposant la phosphatidylsérine, ATP extracellulaire et HSP70 cytosolique libérés
simultanément lors de I'érythrolyse (Bozza and Jeney 2020). Au total, l'érythrocyte
dysfonctionnel constitue une source primaire de signaux de danger qui transforment les

monocytes circulants en effecteurs pro-inflammatoires (Granger et al. 2017).

o HEMOLYSE e LIBERATION DE DAMPs e RECONNAISSANCE o SIGNALISATION e REPONSE
ERYTHROCYTAIRE ERYTHROCYTAIRES PAR LES MONOCYTES INTRACELLULAIRE INFLAMMATOIRE
Hémoglobine libre Héme libre L'héme se lie au
; et dérivés oxydés | ° complexe TLR4/MD-2
®  (méthémoglobine, | ° - ° sur un site distinct
@® @ ferrylhémoglobine) | @ de celui du LPS
X Sécrétion de cytokines
‘ 0 ! pro-inflammatoires
. o MD-2 .
‘ P e $ Héme libre | % TLRe l 5 o
° I Y ; o ® TNF-a
° " ! = ‘ o ©°
— ey MyD8s | | TRIF
3 T ' e o °
. o #77%"s  Microparticules | \ . e ° 1B
% ®  phosphatidylsérine o P ALY
] | G= O |
e NADPH % “o .
° ATP ! / oxydase
Stress (thermique, o extracellulaire | l *
% A # e e | Activation des monocytes
mécanique, oxydatif, etc.) | et amplification de la
HSP70 | réponse inflammatoire
@ cytosolique ] stérile
Monocyte
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6



Revue de littérature

I.1.5. La carence en hémoglobine

I.1.5.1. Définition et parametres biologiques de la carence en hémoglobine

Une diminution de la concentration d'hémoglobine dans le sang en dessous des limites
physiologiques reconnues est désignée sous le terme de « déficit en hémoglobine » (Turner et
al. 2026). Sur le plan biologique, elle se traduit notamment par une réduction du volume
globulaire moyen (VGM) et de la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine
(CCMH)(ltem 316 : Hemogramme : indications et interprétations, n.d.). Elle peut résulter d'une
hémolyse accrue, d'une diminution de la production médullaire ou d'une perte sanguine. La
séquestration du fer malgré des réserves tissulaires suffisantes est caractéristique de I'anémie
inflammatoire. Dans de nombreuses maladies chroniques, la sévérité de ce déficit est corrélée

a un mauvais pronostic (Beyne-Rauzy 2009).

I.1.5.2. Conséquences de la carence en hémoglobine : Hypoxie cellulaire et activation de

la voie HIF-1a

Lorsque les taux d'hémoglobine diminuent, la pression partielle d'oxygene dans les tissus
périphériques s'abaisse progressivement (Pittman 2011). Cette hypoxie tissulaire entraine la
stabilisation du facteur de transcription HIF-la . L'activation de la voie HIF-la entraine
l'expression de geénes adaptatifs qui favorisent l'angiogenése et le métabolisme glycolytique
(Douglas 2019). Bien que compensatoire, cette réaction peut accélérer le développement de
pathologies telles que certains cancers ou l'insuffisance rénale chronique. Les inhibiteurs de la
prolyl-hydroxylase (PHD), en stabilisant HIF-1a, constituent désormais une cible thérapeutique

pour augmenter la production endogéne d'EPO (Bernhardt et al. 2010).

I.1.6. Effet des globules rouges sur les monocytes

1.1.6.1. Modulation de I'activation monocytaire par les érythrocytes

L'interaction entre les globules rouges et les monocytes constitue un axe de régulation
immunologique fondamental, longtemps sous-estimé. Les érythrocytes, qu'ils soient sains ou
dysfonctionnels, exercent une influence directe sur le niveau d'activation des monocytes
circulants par des contacts membranaires directs ou par la libération de médiateurs solubles
dans le compartiment vasculaire (McGowan et al. 1992; Bozza and Jeney 2020). Cette
modulation s'opere de facon tonique en conditions physiologiques, maintenant les monocytes
dans un état de vigilance sans activation excessive, et se déreégle profondément lorsque les

érythrocytes présentent des altérations structurales ou fonctionnelles. Les globules rouges sains
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participent a la clairance des complexes immuns via leur récepteur du complément CR1,
contribuant ainsi a limiter I'exposition des monocytes aux stimuli inflammatoires circulants
(Pascual and Schifferli 1992; Lindorfer et al. 2001). En conditions pathologiques, cette fonction
de régulation est perdue : les érythrocytes dysfonctionnels deviennent eux-mémes une source
de stimuli pro-inflammatoires, inversant leur role de régulateurs négatifs en celui d'activateurs

des monocytes (Brittain et al. 2015).

1.2. Les monocytes

1.2.1. Généralités sur les monocytes

1.2.1.1. Définition et caractéristiques générales

Chez 'homme, les monocytes, représentent environ 5 a 10 % des cellules nucléées du sang
périphérique (PBMC), sont des leucocytes appartenant a la catégorie des phagocytes
mononucléés (Gordon et al. 2024). Leur role principal est de maintenir une surveillance
immunitaire et de participer a I'homéostasie des tissus, en se déplacant vers ces derniers pour
se transformer en macrophages ou en cellules dendritiques (Ozanska et al. 2020). Ils se
distinguent par une plasticité fonctionnelle élevée qui leur confere la capacité de s'adapter aux
signaux de I'environnement (Daniel et al. 2018; Ozanska et al. 2020). Des études de marquage
cellulaire ont par ailleurs démontré que certains monocytes résidents pouvaient persister
localement dans certains organes sans apport constant de la moelle osseuse (Ozanska et al.

2020).

1.2.1.2. Origine hématopoiétique des monocytes

Les monocytes sont produits dans la moelle osseuse a partir de progéniteurs hématopoiétiques
par un processus appelé monopoicse. Ce processus est régulé par des facteurs de croissance,
notamment le M-CSF (CSF-1) et le GM-CSF qui contrdlent la différenciation et la maturation
de ces cellules (Ushach and Zlotnik 2016). Ces progéniteurs se différencient aprés en
précurseurs médullaires appelés promonocytes, qui représentent une étape intermédiaire avant
la formation des monocytes matures (Weston et al. 2018).les précurseurs donnent par la suite
naissance a des monocytes immatures, toujours au niveau de la moelle osseuse, qui peuvent
étre rapidement activés suite a une stimulation inflammatoire (Patel et al. 2017). Aprées leur
libération, les monocytes circulent brievement dans le sang, généralement pendant 1 a 3 jours

chez I'hnomme (Patel et al. 2017).
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Figure 1.4 Origine hématopoiétique des monocytes

1.2.1.3. Morphologie et marqueurs de surface

Du point de vue morphologique, les monocytes se caractérisent par leur grande taille (10 a 20
um de diamétre) et leur noyau volumineux, souvent de forme réniforme ou indentée. Leur
cytoplasme est riche en granules azurophiles et en vacuoles (Goasguen et al. 2009).
L'identification phénotypique de ces cellules repose sur l'expression de marqueurs de surface
spécifiques, notamment le cluster de différenciation CD14, et pour certaines sous-populations,

le CD16 (FcyRIID) (Ruiz et al. 2025).

1.2.2. La METose Monocytaire : mécanisme de défense extracellulaire

1.2.2.1. Définition et Structures des METs Monocytaires

Les Monocyte Extracellular Traps (METs) représentent des structures réticulaires
extracellulaires constituées principalement d'’ADN décondensé d'origine nucléaire et/ou
mitochondriale, associ¢ a des protéines histoniques citrullinées , a des granules cytotoxiques et
a des composants du cytosquelette actinique, formant une matrice piégeant et neutralisant les
agents pathogénes (Granger et al. 2017c). Ce processus, désigné METose (Monocyte

Extracellular Trap-osis), constitue une modalité de mort cellulaire programmée distincte de
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'apoptose et de la nécrose, caractérisée par une décondensation massive de la chromatine, une
rupture de I'enveloppe nucléaire et une extrusion coordinée du contenu nucléaire dans l'espace
extracellulaire (Granger et al. 2017c). Les METs monocytaires se distinguent structuralement
des NETs neutrophiliques par la prédominance d'ADN mitochondrial, une teneur plus faible en
my¢loperoxydase (MPO), une richesse accrue en protéines inflammasomiques telles que I'ASC
et la caspase-1, et une architecture fibrillaire plus lache , reflétant les différences dans le contenu
granulaire des deux types cellulaires (Jensen et al. 2023; Lee et al. 2021; Schulz et al. 2019).
La visualisation ultrastructurale par microscopie électronique a transmission révele que les
METs forment des filaments d'un diamétre de 15 a 17 nm, correspondant a la fibre de
nucléosome, s’agrégeant en réseaux tridimensionnels qui immobilisent les micro-organismes et
concentrent localement les molécules bactéricides (Krautgartner and Vitkov 2008; Ku et al.

2025).

1.2.2.2. Mécanismes moléculaires de la METose

Chez les monocytes, la METose est activée par une grande variété de stimuli, notamment le
lipopolysaccharide (LPS), des cytokines pro-inflammatoires, des agents pathogeénes fongiques
ou bactériens (Granger et al. 2017). Les pieges de METose integrent des histones citrullinées
ainsi que des enzymes granulaires essentielles a leur action létale sur les micro-organismes,
notamment la myéloperoxydase (MPO) (Burn et al., 2025; Ibrahim et al., 2024; Lee et al.,
2026). Bien que structuralement similaire a la NETose, la METose diffeére par ses cinétiques
temporelles et sa régulation moléculaire : elle implique une activation plus lente et une
production d'ADN mitochondrial plus importante (Ibrahim et al., 2024; Lee et al., 2025). Une
METose hyperactive participe a la physiopathologie de troubles inflammatoires chroniques et
de phénomenes thrombotiques (Lee et al. 2025). Ce mécanisme constitue ainsi une fonction
effectrice essentielle reliant la détection des agents pathogénes a leur destruction extracellulaire

(Ibrahim et al., 2024; Lee et al., 2026).

10



Revue de littérature

Phénomeéne thrombotique
Recrutement
et activation
des plaquettes
Bactéries (LPS) / ol
00 ‘ .
‘ @ ‘ ’ ‘e 2 1
{ » Nx‘S(CﬂeG
® -
embeddirig with
(]
A
O @

o p
Composés ol
chitnicucs Monocyte/(METose)

Created in BioRender.com bio

Figure 1.5 La METose : un mécanisme effecteur de défense extracellulaire

1.2.3. Réponse des monocytes au stress thermique

1.2.3.1. Définition du stress thermique et réponse cellulaire

Le stress thermique correspond a une exposition a des températures dépassant les seuils
physiologiques (au-dela de 37°C chez 'homme). Cette exposition induit une réponse cellulaire
spécifique désignée sous le terme de « réponse au choc thermique » (Heat Shock Response,
HSR) (Somero 2020). Cette réaction induit l'activation de facteurs de transcription, notamment
le facteur de choc thermique 1 (HSF1), et une augmentation de l'expression des protéines de
choc thermique (HSPs). Ces dernieres agissent comme des chaperons moléculaires pour
maintenir 1'homéostasie protéique (Simoncik et al. 2024). L'hyperthermie, qu'elle soit
environnementale ou liée a la fievre, représente un stress physique significatif pour les cellules

immunitaires en circulation, notamment les monocytes (Ye et al. 2026).

1.2.3.2. Heat Shock Response et Protéines de Choc Thermique (HSPs)

La Heat Shock Response (HSR) représente un programme transcriptionnel universel,

phylogénétiquement conservé, déclenché par le stress protéotoxique résultant d'une élévation
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thermique, d'une hypoxie ou d'une accumulation de radicaux libres. Ce programme se
caractérise par l'induction massive de chaperones moléculaires désignées protéines de choc
thermique (HSPs) (Pessa et al. 2024). L'activation de ce programme repose sur le facteur HSF1,
normalement maintenu inactif dans le cytosol sous forme de monomere associ¢ a HSP90 et
HSP70. Lors du stress thermique, le découplage de ces chaperones vers les protéines dénaturées
libere HSF1 qui trimérise, subit une hyperphosphorylation et recruté sur les Heat Shock
Elements (HSE) des promoteurs cibles (Masser et al. 2020; Xia and Voellmy 1997). Dans les
monocytes humains, le stress thermique (40—42°C) induit préférentiellement HSP70 , HSP9O0,
HSP27 et HSP60, ces chaperones assurant le repliement des protéines dénaturées, inhibant
l'agrégation protéique et régulant les voies d'apoptose intrinséque et extrinséque en séquestrant
des effecteurs pro-apoptotiques tels que AIF et cytochrome ¢ (Vince et al. 2010). Les HSPs
exercent également des fonctions immunomodulatrices extracellulaires : une fois sécrétées via
des vésicules extracellulaires ou la voie de sécrétion non-conventionnelle, HSP70 et HSP90 se
comportent comme des DAMPs, activant les monocytes et macrophages via TLR2 et TLR4, et
stimulant la production de cytokines pro-inflammatoires via NF-kB (Hulina et al., 2018; Tsan
& Gao, 2004). La réponse HSP constitue ainsi un mécanisme cytoprotecteur ambivalent :
bénéfique a court terme par la limitation du dommage protéotoxique et la promotion de la survie
cellulaire, mais potentiellement délétére lors d'une activation chronique, en maintenant des
cellules endommagées en vie et en alimentant une inflammation stérile persistante (Granel et

al. 2000; Pommier 2000).
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Figure 1.6 Mécanisme simplifié de la Heat Shock Response dans les monocytes
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1.2.3.3. Modulation de I’activité inflammatoire des monocytes par le stress thermique

Le stress thermique module profondément les fonctions des monocytes en influengant leur
profil inflammatoire. A des températures modérées (38—40°C), il peut réduire la production de
certaines cytokines pro-inflammatoires grace a I'action des HSPs, tout en favorisant la sécrétion
d'IL-10 anti-inflammatoire (Ferat-Osorio et al. 2014). Cependant, une hyperthermie modérée
plus soutenue peut renforcer la présentation antigénique et potentialiser 1’activation
immunitaire (Roberts and Steigbigel 1977). Le stress thermique favorise également la
polarisation des monocytes vers un phénotype macrophagique M1 pro-inflammatoire,
augmente 1’expression de molécules d’adhérence telles que CD11b et ICAM-1, et facilite ainsi

leur migration vers les sites inflammatoires (Pincus 2020).
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Problématique

Les érythrocytes sont désormais reconnus comme des acteurs importants de la régulation
immunitaire, capables d'influencer le comportement des cellules de l'immunité innée par
l'intermédiaire de multiples mécanismes de communication cellulaire. Parmi ces cellules, les
monocytes jouent un réle essentiel dans le maintien de I'homéostasie tissulaire et la réponse aux
agressions environnementales grace a leur capacité d'adaptation a différents stress. Cependant,
les altérations érythrocytaires associées a une déficience en hémoglobine entrainent des
modifications structurales, métaboliques et oxydatives susceptibles de perturber les interactions

entre les globules rouges et les cellules immunitaires.

Malgré les avancées récentes concernant les fonctions immunomodulatrices des érythrocytes,
les conséquences de la déficience en hémoglobine sur les réponses fonctionnelles des
monocytes demeurent encore peu explorées. En particulier, I'impact de ces globules rouges
altérés sur les mécanismes de protection membranaire induits par le stress thermique et sur la
formation des trappes extracellulaires monocytaires lors d'une stimulation infectieuse reste

largement méconnu.

Des lors, la question centrale de cette étude est la suivante : Comment les globules rouges
déficients en hémoglobine modulent-ils les réponses adaptatives des monocytes, notamment
leur capacité a préserver leur intégrité membranaire sous stress thermique et a former des

trappes extracellulaires ?

But de I'étude

Notre but est de mettre en évidence la double réponse des monocytes stress thermique et
METose comme mécanisme effecteur central en réponse a 1’hypoxie induite par une carence

en hémoglobine chez les globules rouges autologues.

Objectifs

- Visualiser les TRAPS induits par des monocytes traités avec des globules rouges présentant

une carence en hémoglobine.

- Evaluer I’'impact de ces globules rouges sur la modulation de la réponse inflammatoire des

monocytes soumis a un choc thermique et leur capacité a protéger I’intégrit¢ membranaire.

14
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