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Le point 
sur les transporteurs 
d'oxygène à base 
d 'hémoglobine 

Après des années d'espoirs et de déceptions, la recherche 
d'un transporteur d'oxygène artificiel semble être sortie 
d'une apparente stagnation. Plusieurs produits ont récem­
ment fait l'objet d'une certaine « publicité » ;  l'un est un 
composé de synthèse à base de perfluorocarbure, les autres 
sont des solutions d'hémoglobine (Hb) humaine modifiée, 
préparées à partir de sang de banque périmé, ou des Hb 
recombinantes. Différentes stratégies (pontages chimiques, 
analogues d'effecteurs, ou mutagenèse dirigée) permettent 
d'obtenir des solutions d'Hb dont l'aff'mité pour l'oxygène 
est similaire à celle des globules rouges humains, et dont la 
structure tétramérique est stabilisée. La vitesse d'auto-oxy­
dation du fer de l'Hb en solution reste un problème diffi­
cile à contrôler. Un obstacle majeur à l'utilisation des trans­
porteurs d'oxygène à base d'Hb, l'apparition d'une 
vasoconstriction parfois sévère, sera peut-être franchi grâce 
à une meilleure connaissance du mécanisme de piégeage du 
monoxyde d'azote par l'oxyHb. 

L
es média nous ont  récem­
ment annoncé l 'arrivée pro­
chaine sur le marché de deux 
produits << substituts du sang >> 
actuellement en cours d'éva­

luation clinique dans des hôpitaux 
parisiens : << Bientôt un sang pur artifi­
ciel>> annonce la page de couverture 
de Science et Vie [ 1 ]  ; << Le Sang du 
Futur >> titre un hebdomadaire suisse 
( L'Hebdo, 1 6 novembre 1995 ) .  << Oxy­
gent® >> , produit de synthèse chi­
mique à base de fluorocarbures, est 
fabriqué dans les l aboratoires 
Alliance Pharmaceutical (La Jolla, 

CA, USA) , dont un consultant est 
Jean Riess (Cnrs, URA 426, Sophia­
Antipolis, France) [2 ] . L'autre substi­
tut est une solution d'hémoglobine 
(Hb) d'origine humaine, modifiée 
chimiquement [3] pour satisfaire aux 
exigences d'un transporteur d'oxy­
gène ( Baxter Heal thcare Corp ,  
Round Lake, IL, USA) . 
Si l ' o n  peut regre tter l ' emphase 
j ournal ist ique,  il n ' en  reste pas 
moins que ces deux produits illus­
tren t  les p rogrès spectaculaires 
effe c tués depuis  une diza in e  
d 'années dans l a  mise au point d'un 
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transporteur d 'oxygène artificiel .  
Nous allons ici  tenter de faire la part 
entre « le sang du futur » et l 'état 
actuel de la recherche concernant 
les produits à base d ' Hb ( HBOC 
pour hemoglobin based oxygen carrier) . 
Rappelons que la quatrième édition 
des Séminaires d'Actualité Transfusion­
nelle (SAT'95 ) ,  organisés par l ' Insti­
tut National de la Transfusion San­
guine, a consacré une journée à ce 
sujet en octobre 1 995 [ 4] . Nous ren­
voyons le lecteur à un article récent 
de Riess [2] pour ce qui concerne 
l 'utilisation et les indications cli­
niques des perfluorocarbones. 
Les solutions d 'hémoglobine ont  
depuis longtemps été proposées et  
testées comme alternative à la  trans­
fusion sanguine [5] , la source la plus 
évidente et la plus simple étant l 'Hb 
humaine purifiée à partir de sang de 
banque périmé. Si cette stratégie per­
met de s'affranchir de la nécessité du 
groupage , el le n ' él imine pas les 
risques infectieux contrairement à 
celle des produits de synthèse chi­
mique comme les perfluorocarbones. 
Elle restera soumise aux contraintes 
de l 'approvisionnement. En outre, et 
bien que l 'Hb soit le transporteur 
physiologique de l 'oxygène, son utili­
sation en solution pose certains pro­
blèmes liés aux propriétés intrin­
sèques de la molécule d'Hb hors de 
son environnement physiologique, 
tels que toxicité et efficacité fonction­
nelle réduite (figure 1) [5-8] . 

• La toxicité des solutions d'Hb est 
en relation directe avec la qualité de 
la purification de la protéine. L'amé­
l ioration des techniques autorise 
maintenant une purification quasi 

parfaite, évitant la toxicité rénale liée 
à la persistance de débris membra­
naires [ 5 ,  6 ] . Cependant,  même 
débarrassée des contaminants mem­
branaires, l 'Hb en solution diluée 
reste toxique en raison de la dissocia­
tion du tétramère ��2 en dimères a� 
(figure 1) filtrés par le rein [6] . La dis­
sociation en dimères a également 
pour conséquence l 'extravasation de 
l 'Hb et une durée de vie très courte 
dans l ' organisme. Elle intervient 
dans la réduction de l 'efficacité du 
transport de l'oxygène. 

• A quels impératifs premiers doit 
répondre une solution d'Hb pour 
être utilisable comme transporteur 
d'oxygène in vivo ? (Tableau 1) : ( 1 )  ne 
présenter  ni toxic i té ,  n i  risques 
immunogènes ou infectieux ; ( 2 )  
avoir une capacité de  transport de 
l 'oxygène proche de celle du sang ; 
(3) être stable plusieurs mois et, si 
possible, à température ambiante. La 
réponse à ces impératifs passe par 
des changements de structure modi­
fiant certaines propriétés fonction­
nelles de l 'Hb. 1 Propriétés fonctionnelles 

de /'Hb en solution 

Dans les globules rouges, l 'affinité de 
l 'Hb humaine pour l 'oxygène est 
modulée par le 2,3-diphosphoglycé­
rate (DPG) , effecteur physiologique 
qui stabilise la structure désoxygé­
née, de faible affinité pour l 'oxygène. 
Hors du globule rouge, l 'absence de 
DPG a pour conséquence une forte 
affinité de l ' Hb humaine, ce qui 
limite la capacité de délivrance de 
l ' oxygèn e  aux tissus (figure 1 ). 

Tableau 1 

LE CAHIER DES CHARGES 

• produ it parfaitement purifié 
• non toxique 
• non a ntigénique 
• pression oncotique < 25 m m  Hg 
• efficacité du  transport de l 'oxygène : 

affin ité pour l 'oxygène s imi la i re à celle des g lobu les rouges 
-> oxygénation des tissus 

• durée de vie prolongée dans l 'organisme 
• conservation : 

produ it stable ( idéa lement à température a mbiante) 
fa ib le vitesse d'auto-oxydation 
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Tableau I l  

PRINCIPAUX TRANSPORTEURS D'OXYGÈN E  À BASE D'Hb 
ACTUELLEMENT EN COURS D'ESSAIS CLIN IQUES 

Compagnie Source d'Hb 

Baxter Healthcare humaine 
Corp. 

Northfie ld Lab. humaine 
l nc. 

Hemosol, l nc. humaine 

Apex Bioscience, humaine 
lnc. 

BioPure, Corp. ; bovine 
Upjohn Co 

Enzon lnc. bovine 

Somatogen l nc. Hb humaine 
E l i  Li l ly and Co recombinante 

(E. coli) 

L'absence du système enzymatique 
oxydo-réd uc teur  in  trace li u la i  re 
( metHb réductase)  entraîne une 
autooxydation irréversible avec for­
mation de metHb non fonctionnelle 
et toxique (jig;ure 1). Les deux phéno­
mènes précédents sont accrus par la 
dissociation du tétramère en dimères 
(jig;ure 1). Les dimères a� ont une 
forte affinité pour l 'oxygène, et leur 
vitesse d'auto-oxydation est environ 
20 fois supérieure à celle du tétra­
mère d'Hb [9, 10 ] . 
Par divers moyens, chimiques ou 
génétiques, on peut diminuer l 'affi­
nité de I 'Hb pour l 'oxygène et/ou 
stabiliser sa structure tétramérique. 
Les procédés mis en œuvre sont en 
partie fonction de l 'origine de la 
solution d'Hb (Tableau Il) [2,  3, 5-8, 
1 1-20] . 1 Les principaux substituts 

à base d'Hb naturelles 

• L'Hb bovine, disponible en grande 
quantité pour un faible coût, pré­
sente l 'avantage d 'avoir une faible 
affinité intrinsèque pour l 'oxygène, 
modulée par les ions chlorures, pré-

Nom Modification(s) 

HemAssist™ pontage a-a 
(DCLHb) 

Polyheme™ polymérisation 
(g lutara ldéhyde) 

Hemol ink™ polymérisation 
(o-raffinose) 

Hb pyridoxylée 
polyoxyéthylène (PHP) 

HBOC-201 polymérisation 

conjugaison : H b-PEG 
(polyéthylène g lyco l )  

Optro™ l iaison a-Giy-a 
(rHb1 . 1 )  mutation � 

néanmoins nécessaire de stabiliser sa 
structure tétramérique. L'Hb bovine 
constitue la matière première des 
firmes Biopure Corp/Upjohn Co 
(Boston, MA/ Kalamazoo, Ml, USA) 
et Enzon Inc. (Piscataway, NJ, USA) 
(Tableau Il) [ 1 8, 1 9, 21 ] .  Mais subsis­
tent les risques immunologiques et 
surtout infectieux : seule l 'exclusion 
formelle de la possibilité de transmis­
sion interespèce de l ' encéphalite 
spongiforme, permettrait de dévelop­
per plus avant un produit à base 
d'Hb bovine. 

• L'Hb humaine purifiée à partir de 
globules rouges périmés constitue 
une source beaucoup moins abon­
dante : les dons à risque sont éliminés 
a priori, et une gestion bien organisée 
des dons limite le nombre de poches 
de sang inutilisées. Elle est, certes, 
plus coûteuse que I 'Hb bovine : le cri­
blage effectué dans les centres de 
transfusion est onéreux mais, à ce 
prix, les risques viraux sont considé­
rablement réduits. Plusieurs produits 
sont actuellement en cours d'essais 
cliniques (Tableau II). 

---• sents dans le plasma [ 1 1 ) ; il reste 
HemAssist™ : La société Baxter appa­
raît comme la plus avancée, et l 'une 
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des plus solides financièrement, dans 
le domaine de ces Hb humaines chi­
miquement modifiées, avec une pré­
paration d'Hb pontée : diaspirin cross­
linked Hb (DCL-Hb) ou HemAssist™ 
[22 ] .  Une liaison entre les résidus 
lysyl en position 99 des deux chaînes 
a, par l ' in termédiaire du bis ( 3 ,5-
dibromosalicyl) fumarate (fig;ure 3) 
[ 3 ] , stabilise la structure tétramé­
rique de I 'Hb et diminue l 'affinité 
pour l 'oxygène. HemAssist™ est pro­
duit depuis quatre ans, selon des pro­
cédés industriels contrôlés* incluant 
la reproductibilité du pontage, l 'éli­
mination et 1 ' inactivation des virus 
par filtration et traitement thermique 
[22 ,  23 ] . L 'année 1 995 a vu une 
étape importante franchie pour cette 
société avec trois séries d'essais cli­
nique_s de phase II arrivés à terme 
aux Etats-Unis, en Grande-Bretagne 
et en Belgique : 420 patients ont par­
ticipé à ces essais, dont 2 15  traités 
avec HemAssist™, les autres recevant 
une solution saline [22] . Une série 
de tests a débuté en France, et un 
protocole d'essais phase III est en 
cours d'examen par la FDA (Food and 
Drug Administration)* . Une unit_é de 
production est localisée aux Etats­
Unis, à Round Lake, IL, une autre en 
Belgique à Lessines ; une troisième 
est en construction en Suisse à Neu­
châtel. La commercialisation d'Hem 
Assist serait prévue pour 1998. 
Polyheme, développé par la société 
américaine Northfield (Evanston, IL, 
USA) [ 1 7] est une Hb humaine poly­
mérisée en présence de glutaraldé­
hyde (Tableau Il). La baisse d'affinité 
pour l 'oxygène est obtenue par ajout 
de pyridoxal p h osphate .  C ' es t  
(semble-t-il) l e  produit qui a été testé 
aux plus fortes doses actuellement : 
jusqu'à 1 50 g chez des malades en 
état de choc hémorragique [ 1 7] . Les 
responsables de Northfield, comme 
ceux de Baxter, envisageraient la 
mise sur le marché de leur substitut 
pour 1998. 
D'autres hémoglobines modifiées ont 
été testées (Tableau II). Il faut souli-

* Good Manufacturing Practice (GMP) Jacilities : 
installations et modes de Jalnication, contrôles de 
qualité, etc. répondant aux normes gouvernemen­
tales (US Food and Drug Administration ou autres), 
et concernant la préparation industrielle de produits 
à usage thérapeutique. 
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Figure 1 .  (A) Courbes de liaison de l'oxygène d'une suspension de globules 
rouges humains (P50 = 25-28 mm Hg) et d'une solution d'Hb humaine purifiée 
(P50 = 10- 15mm Hg), à 37 oc, pH 7,4 et 140 mM NaCI. Dans les deux cas la 
courbe est sigmoïde, traduisant le caractère coopératif de la liaison de l'oxy­
gène. Les affinités sont exprimées par la P50, pression partielle en oxygène 
pour laquelle 50 % des molécules d'Hb sont oxygénées. La différence de P50 
est due à la présence, dans l'érythrocyte humain, d'un effecteur physiolo­
gique, le 2,3-diphosphoglycérate, qui stabilise la forme désoxygénée de I'Hb, 
de faible affinité pour l'oxygène. Aux valeurs normales de la pression par­
tielle en oxygène (P02) alvéolaire, les globules rouges et la solution d'Hb 
sont saturées en 02 à 98 %. La délivrance d'02 au niveau des tissus (P02 = 

40 mm Hg), représente 20 % de 1'02 fixé pour les globules rouges, contre seu­
lement 4 %  pour /'Hb en solution (f>. Y = différence de saturation de I'Hb par 
/'02). Hors du globule rouge, l'affinité de I'Hb pour 1'02 est donc trop élevée 
pour permettre l'oxygénation adéquate des tissus. Ce phénomène est accen­
tué par la dissociation du tétramère d'Hb ai32 en dimères af3 (8), de forte affi­
nité pour l'oxygène. A vec une solution injectable de même concentration en 
Hb que dans le globule rouge, la pression oncotique serait trop élevée. La 
dissociation en dimères favorise : ( 1) l'élimination rapide par voie rénale, 
d'où durée de vie courte et néphrotoxicité ; (2) le passage de la barrière 
endothéliale et la diffusion de I'Hb dans les tissus d'où le piégeage de 
l'oxyde d'azote et la vasoconstriction consécutive. 
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Figure 2. Affinité pour l'oxygène de solutions d'Hb : ( 1) Hb humaine (Hb A) 
purifiée, en absence et en présence de divers effecteurs ph ysiologiques 
(DPG, Ct) [ 1 1] ou synthétiques (RSR et LR 30 : dérivés du bézafibrate; /HP: 
inositol hexaphosphate) [ 12]; (2) Hb humaines recombinantes : rHbA = nor­
male; rHb 1. 1 = tétramère stabilisé par une liaison covalente (lien peptidique) 
entre les extrémités N- et C-terminales des deux sous-unités a (Somatogen) ; 
Hb recombinantes mutées [ 13- 15]; (3) Hb humaines pontées chimiquement 
entre la valine N-terminale d'une chaine a et la lysine 99 de l'autre chaine a :  
DCL-Hb = diaspirin cross- l inked [3, 22]; les autres Hb résultent elles aussi 
d'un pontage mais par réaction avec des composés aldéhydiques. Ces Hb 
diffèrent par la longueur de la chaine carbonée unissant deux dimères : 1 a = 
1 groupe CH2, 1d = 4 groupes CH2, 1h = 10 groupes CH2, et par la position en 
méta (2a), ortho (2b) ou para (2c) des groupes CH2 en milieu de chaine [16]. 
Les affinités pour l 'oxygène des Hb recombinantes f3F4 1 Y, K82D, f3F4 1 Y, 
K66T, de la rHb 1. 1 et de la DCL-Hb sont proches de celle de I'Hb A en pré­
sence de DPG. Elles ont été déterminées à 25 oc, pH 7,4 et en présence de 
NaCI 100 mM (à l'exception du témoin Hb A). 

gner qu'il est extrêmement difficile 
d'obtenir des informations précises. 
En particulier, les résultats d'essais 
cliniques restent partiels et trop long­
temps confidentiels, car mettant en 
jeu des intérêts financiers impor­
tants. Lors de la Conférence " Blood 
Substitutes and Related Products » qui 
s 'est tenue à Bethesda en octobre 

1995, les conclusions des essais cli­
niques (phase Il)  effectués par diffé­
rentes firmes (Baxter, Northfield, 
Somatogen . . .  ) pouvaient être résu­
més en une ligne : résultats encoura­
geants, pas d'effets nocifs imputables 
à l ' injection du produit [24] . Ajou­
tons qu'il est difficile d'évaluer l 'effi­
cacité de ces solutions. 

1 Les hémoglobines 
recombinantes 

L'ingénierie des protéines, approche 
plus récente (une dizaine d'années) 
a connu un essor particulier. Les 
progrès ont été rapides et remar­
quables puisqu'un produit issu de 
ces technologies [ 1 3] ,  mis au point 
par la société Somatogen Inc. (Boul­
der, CO, USA) récemment associée 
aux laboratoires Eli Lilly and Co 
( Indianapol is ,  I N ,  USA) , est  en  
phase d'essais précliniques [25 ] . 

1 Systèmes d'expression 

Plusieurs systèmes d'expression sont 
maintenant éprouvés pour obtenir 
de l 'Hb recombinante, avec la possi­
bilité de modifier génétiquement la 
molécule d'Hb [7] . La co-expression 
des sous-unités d 'Hb dans Escherichia 
coli [26] ou Saccharomyces cerevisiae 
[ 2 7 ] , avec  accumulation  d ' H b  
soluble dans l e  cytoplasme de l a  cel­
lule productrice, présente l 'avantage, 
au moins a priori, d 'él iminer les 
risques infectieux. Des porcs transgé­
niques produisent également de l 'Hb 
humaine [28 ]  ; mais on re trouve 
alors les possibilités de transmissions 
virales chez l ' homme. Que l 'hôte 
choisi pour l ' expression soit  u n  
micro-organisme ou le porc, les pro­
cédés de purification sont com­
plexes, puisqu'i l  faut éliminer les 
contaminants d'origine bactérienne 
ou animale présents en quantité 
importante. D 'autres problèmes sont 
loin d'être négligeables, tel l 'aspect 
religieux lié à l'utilisation d'un com­
posé issu du porc. 

1 Ingénierie des protéines 

En contrepartie, l ' ingénierie des pro­
téines permet de produire des hémo­
globines mutées dont les propriétés 
fonctionnelles sont modifiées [7, 1 3-
15 ,  29-32] .  Il n 'y a donc pas lieu de 
les traiter ensuite chimiquement. Plu­
sieurs stratégies visant à diminuer 
l 'affinité de l 'Hb recombinante ont 
été décrites. Elles s'appuient à la fois 
sur les données cristallographiques et 
la modélisation moléculaire de I'Hb 
[33] , et la connaissance des proprié­
tés d'autres Hb animales [ 1 1 ,  29-31 ]  
e t  d e  m utants n aturels d e  l ' H b  
humaine [ 1 3-15] . Les modifications 
« idéales , ne doivent entraîner que 
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Figure 3. Pontage intramoléculaire (fond gris) de /'Hb humaine entre les rési­
dus lysyl (G6) 99 des chaÎnes a obtenu par réaction avec un agent bifonc­
tionnel, le bis 3,5-dibromosa/icyl fumarate. Si la réaction de pontage est 
effectuée en anaérobiose, /'Hb pontée a une affinité réduite pour l'oxygène. 
Elle présente également une stabilité thermique augmentée comparée à /'Hb 
non pontée, ce qui permet J'inactivation virale par traitement thermique [23]. 

des modifications structurales dis­
crètes, et une affinité pour l 'oxygène 
similaire à celle de l 'Hb dans les glo­
bules rouges, soit 25 à 30 mm Hg à 
37 oc, pH 7,4 (figure 1). 
Une approche intéressante, utilisée 
par Baudin et al. [ 1 4] .  consiste à 
associer des mutations abaissant 
l 'affinité de l 'Hb pour l 'oxygène par 
des mécanimes différents : en fonc­
tion des positions relatives des sites 
de mutations, les deux mécanismes 
sont susceptibles d'agir indépendam­
ment, et l 'on observe alors une addi­
tivité des effets. Les résultats mon­
tren t  q u ' e n  i ntroduisant  des  
mutations convenablement choisies, 
on peut  moduler la capacité de 
transport de l 'oxygène par les solu­
tions d 'Hb [ 14, 1 5 ] .  
Le groupe de Poya�t e n  France, celui 
de Fronticelli aux Etats-Unis, ont uti­
lisé le modèle que représente l 'Hb 
bovine afin de transplanter, dans 
l 'Hb humaine, les résidus respon­
sables de la faible affinité intrinsèque 
pour l'oxygène de l 'Hb bovine en 
l 'absence de DPG [ 1 1 ,  29-31 ] .  Nagai 
et al. ont également utilisé l 'ingénie­
rie des protéines dans le but de 
mimer les propriétés de l 'Hb de cro­
codi le  [ 3 2 ] . Dans ces deux cas ,  
l 'introduction de multiples mutations 
a infléchi  les propriétés de l ' Hb 
humaine dans le sens d'une diminu­
tion de l 'affinité pour l 'oxygène, mais 

encore insuffisamment pour autori­
ser une application thérapeutique. 
L 'Hb développée par Somatogen,  
rHb l . 1  [7,  13 ]  ou Optro™, est pro­
duite dans E. coli sous la forme d'un 
tétramère stabilisé par une liaison 
covalente (lien peptidique) entre les 
extrémités N- et C-terminales des 
deux sous-unités a. La baisse d'affi­
nité pour l 'oxygène est obtenue par 
introduction d 'une mutation natu­
relle de la chaîne � (� 108 Asn ----+ Lys) . 
Ces exemples montrent qu'il est pos­
sible de modifier l 'Hb, chimique­
ment et génétiquement, afin d'abais­
ser  l ' affi n i té pour  l ' oxygène e t  
stabiliser la structure tétramérique. 
Ces deux conditions sont nécessaires 
mais pas suffisantes ; certains pro­
blèmes subsistent : ( 1 )  l 'Hb en solu­
tion s 'au to-oxyde rapidement en 
metHb non fonctionnelle [9,  10 ] ; 
(2)  un effet vasoconstricteur des solu­
tions d'Hb est observé de façon quasi 
constante lors des essais cliniques 
[34, 35] ; (3) l 'Hb et ses produits de 
dégradation, hème, atomes de fer 
libres, pourraient favoriser la crois­
sance bactérienne, rendant le rece­
veur particulièrement sensible aux 
infections graves pouvant évoluer 
jusqu'à la septicémie [36] . La liaison 
de l 'Hb à l 'endotoxine bactérienne 
(lipopolysaccharide) serait respon­
sable de certa ins  de ces  effe ts 
toxiques des solutions d 'Hb [37] . 
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1 Problèmes inhérents 
à I'Hb en solution 

Plusieurs groupes de recherche étu­
dient les effets délétères de l'oxydation 
de l'hème sur les propriétés fonction­
nelles de l 'Hb. Le mécanisme est com­
plexe et encore mal connu [ 10] .  Le 
fer héminique des molécules d'Hb en 
solution s 'oxyde spontanément au 
contact de l 'oxygène :  le taux d'oxy­
dation est d'environ 50 % en deux 
jours à 37 oc, ce qui signifie que plus 
de la moitié des molécules d ' Hb 
contiennent du fer ferrique, forme 
impropre au transport de l 'oxygène. 
Dans les globules rouges, qui circulent 
environ 1 20 jours, la « réactivation » de 
l 'Hb est assurée par l 'activité d'un 
sytème d 'oxydo-réduction enzyma­
tique (metHb réductase) .  L'ajout d'un 
tel système enzymatique renouvelable 
dans les solutions d'Hb purifiée n'est 
pas encore envisageable. En absence 
de réductase l 'oxydation est irréver­
sible, et le temps de vie d'un transpor­
teur d'oxygène à base d'Hb sera limité. 
Le contrôle simultané des différents 
paramètres, affinité pour l 'oxygène, 
équilibre dimères-tétramères vitesse 
d'auto-oxydation, représente un défi 
pour les chercheurs, car ces para­
mètres ne sont pas indépendants. La 
dimérisation et l 'oxydation partielle 
entraînent  une augmentation de 
l 'affinité pour l 'oxygène ; la dimérisa­
tion et la diminution de l 'affinité 
pour l 'oxygène accélèrent la vitesse 
d'auto-oxydation. Limiter la vitesse 
d 'auto-oxydation est d 'autant plus 
difficile que, en règle générale, cette 
vitesse augmente d'autant plus que 
baisse l 'affinité pour l 'oxygène. Il a 
été montré que l 'oxydation d 'une 
seule sous-unité d'un tétramère d'Hb 
modifie le comportement fonction­
nel de l 'ensemble de la molécule en 
déplaçant la courbe d'oxygénation 
vers les fortes affinités. La capacité de 
délivrance de 1' oxygène est alors 
diminuée [ 1 0 ] .  Plutôt que de cher­
cher à découpler ces effets, il semble 
actuellement possible de trouver un 
compromis acceptable entre les diffé­
rents effets. 
Les diverses mutations réalisées n 'ont 
malheureusement pas conduit à une 
diminution des phénomènes d'auto­
oxydation .  Nous disposons d ' Hb 
recombinantes de faible affinité pour 
l 'oxygène qui, en l 'absence de DPG 

---- possèdent des propriétés fonction-
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nelles similaires à celles de l 'Hb 
humaine native en présence de DPG. 
La vitesse d'auto-oxydation de l 'une 
de ces Hb mutées reste similaire à 
celle de l 'Hb humaine, malgré la 
diminution de l 'affinité. Les possibili­
tés de pontage ou d'encapsulation 
laissent prévoir des améliorations. 
D'autre progrès pour améliorer les pro­
priétés des Hb recombinantes ou chi­
miquement modifiées, dans l 'optique 
d 'une utilisation thérapeutique, ne 
pourront être réalisés qu'avec une 
connaissance très précise des divers fac­
teurs impliqués dans la stabilité et la 
régulation de l 'affinité vis-à-vis des 
ligands. Ces facteurs, notamment la 
nature et le rôle des acides aminés 
essentiels, nécessaires à l 'obtention 
d'une molécule d'Hb stable, fixant et 
libérant l 'oxygène de façon réversible 
seront de mieux en mieux maîtrisés. 
Les limites des possibilités d'action 
directe sur la molécule d'Hb ont eu 
pour conséquence le développement 
des recherches sur des procédés de 
conservation protégeant l 'hème de 
l 'oxydation dans les solutions d'Hb. 

1 Conservation des HBOC 

Certains sucres, comme le tréhalose, 
pourraient constituer un milieu de 
conservation des HBOC. Ce disaccha­
ride naturel (figure 4) s'accumule à 
forte concentration dans de nom­
breux o rganismes  soumis  à des 
conditions extrêmes de température 
et de dessiccation. Il aurait un rôle 
dans la préservation des structures 
biologiques [38 ] .  Il existe sous plu­
sieurs formes solides, dont une forme 
amorphe vitreuse, milieu très vis­
queux dans lequel la diffusion des 
réactifs impliqués dans une réaction 
bimoléculaire serait ralentie, d 'où 
des vitesses de réaction plus faibles. 
Le tréhalose posséderait les proprié­
tés nécessaires pour la préservation 
des solutions d'Hb [39] : absence de 
toxic i té ,  solubilisation de l ' Hb à 
concentration élevée, ralentissement 
de la vitesse d'oxydation donc de la 
formation de metHb, stabilité à tem­
pérature ambiante facilitant le stoc­
kage et le transport, préparation 
aisée et rapide. Il pourrait également 
être utilisé dans la perspective de 
l ' encapsulation de l 'Hb, avec un 
double effet : pro tection de l 'Hb 
contre l 'oxydation et stabilisation du 
vecteur d'encapsulation. Cette hypo-

thèse intéressante est actuellement 
en cours d'étude [39] . 
La vectorisation de l 'Hb permettrait 
également de pallier plusieurs des 
inconvénients des HBOC. Elle autori­
serait l 'ajout de co-facteurs et/ ou de 
« conservateurs '' • et éviterait peut­
être d'avoir à modifier la molécule 
d'Hb. L'approche de Samain et al. 
[ 40] consiste à construire des vec­
teurs synthétiques biomimétiques des 
érythrocytes, caractérisés par la pré­
sence d'une membrane phospholipi­
dique autour d'un cytosquelette. Des 
résultats préliminaires montrent qu'il 
est possible d'atteindre des taux de 
fixation élevés d 'Hb sur des matrices 
polysaccharidiques jouant le rôle de 
cytosquelette. 
Après la mise en évidence du rôle du 
monoxyde d'azote (NO) ,  agent vaso­
dilatateur et élément régulateur du 
tonus des fibres vasculaires lisses, 
l 'effet vasoconstricteur des solutions 
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F i g u re 4. L e  tréhalose pourrait 
constituer un milieu de conservation 
pour les solutions d'Hb. C'est un 
sucre naturel non réducteur et biolo­
giquement inerte, clivé dans le rein 
en deux molécules de glucose par 
une disaccharidase. 
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d'Hb02, a été attribué à la fixation 
du monoxyde d ' azote par l ' Hb .  
L'interaction Hb-NO surviendrait en 
raison de la fuite de I 'Hb en solution 
dans l 'espace extravasculaire, quand 
le NO diffuse à partir des cellules 
endothéliales vers les fibres muscu­
laires lisses [34, 35] .  Une hypothèse 
plus récente attribue aux thiols (cys­
téin e ,  glutath i o n ,  a lbumine du  
plasma) un  rôle de  protection du  NO 
en présence d'Hb02, permettant de 
maintenir sa fonction vasodilatatrice 
(m/s n ° 6-7, vol. 12, p. 848) [41 ] .  1 Développement 

d'un système 
d'expression alternatif 
pour I'Hb recombinante 

Plusieurs systèmes de production ont 
été testés. L'Hb recombinante propo­
sée par Somatogen est synthétisée 
dans E. coli [ 1 3, 25, 26] , alors que 
l'organisme le plus apte à une produc­
tion de masse serait le porc [28] . Est-il 
possible de produire des quantités suf­
fisantes d'Hb par fermentation dans E. 
coli ? Qu'en sera-t-il de l 'élimination 
des déchets ? Les problèmes de purifi­
cation sont-ils entièrement résolus ? 
Ces questions sont également impor­
tantes en ce qui concerne la sépara­
tion des différentes Hb à partir des 
porcs transgéniques ,  e t  quelles 
seraient les nuisances autour d'une 
unité géante d'élevage de porcs ? 
Depuis plus de cinq ans plusieurs 
auteurs ont décrit la synthèse de pro­
téines d'intérêt thérapeutique par des 
plantes transgéniques [ 42] . A notre 
connaissance,  rien n 'a été décrit 
concernant l 'expression d'Hb par ces 
organismes, dont l'intérêt potentiel est 
à considérer : les plantes apporteraient 
une sécurité maximale vis-à-vis des 
agents pathogènes animaux ; la cul­
ture en champs de plantes transgé­
niques permettrait la production en 
masse et à faible coût de protéines 
recombinantes. Des essais sont en 
cours pour l'obtention de plantes trans­
géniques produisant de l'Hb humaine 
recombinante fonctionnelle [ 42] . 

1 Conclusion 

Grâce aux efforts de recherche théo­
rique et appliquée, les progrès réali­
sés ces dernières années ont  été 
considérables. Il semble acquis que 
des transporteurs d'oxygène seront 

utilisés dans un avenir relativement 
proche. Ces produits de première 
génération ne visent en aucun cas à 
concurrencer la transfusion sanguine 
« traditionnelle '' · Ils apparaissent 
comme une alternative ou un additif 
dans des indications limitées, en par­
ticulier en chirurgie et médecine 
d'urgence : une rétention intravascu­
laire de 24 heures serait peut-être suf­
fisante pour  éviter les r iques 
d'hypoxie aiguë et représenterait un 
avantage considérable. Ils auraient 
également une utilité certaine dans 
la préservation  d 'organes. A plus 
long terme, et pour pouvoir étendre 
le champ d'application, il serait sou­
haitable de mettre au point un pro­
cédé de production répondant aux 
besoins quantitatifs, et cela à un coût 
raisonnable • 
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Note ajoutée aux épreuves 

En septembre 1996, la société Baxter 
s'est implantée en France : un accord 
de partenariat a été conclu avec LFB 
(Laboratoire français du fractionne­
ment) qui produira à Lille la Diaspi­
rin cross-linked hemoglobin. Rappelons 
que  le LFB es t  un groupement  
d'intérêt public sans but lucratif, créé 
en 1 994 après la réforme de la Trans­
fusion sanguine. 
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Summary 
Current status of hemoglobin­
based blood substitutes 

After years of hope and frustation, 
research on artificial oxygen car­
riers seems to have exited from an 
apparent stagnation. Several pro­
ducts have recently been the sub­
ject of a certain publicity : one is a 
synthetic compound based on per­
fluorocarbons, while others are 
solut ions of modified human 
hemoglobin ( Hb ) .  The se latter 
transporters are prepared from 
outdated bank blood or from 
recombinant Hb .  Much progress 
have been made in controlling the 
oxygen affinity of Hb solutions. 
Several s trategies ,  based o n  
mutants o r  cross-links, have lead to 
Hb solutions with properties simi­
lar to th ose of natural erythrocytes. 
The lack of the physiological effec­
tor 2.3-diphosphoglycerate in the 
purified Hb solutions can be com­
pensated for by a combination of 
mutations, or by the type of cross­
linking. Unfortunately, less pro­
gress have been made to compen­
sate the l oss of the reducing 
system, and the rate of oxidation 
may limit the useful lifetime of 
these solutions. A major obstacle 
in the utilisation of the Hb based 
oxygen carriers ( HBOC) is the 
appearance of a vasoconstriction, 
which may be overcome through a 
better u nderstand ing  of the 
mechanism of interaction of  NO 
with Hb. Apart from this effect, the 
initial clinical tests have not reveal­
ed a toxicity to the exposure of Hb 
solutions. There is thus sorne opti­
mism that the functional proper­
ties can be improved to produce a 
useful HBOC. 
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