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DOYENS HONORAIRES :
1962 — 1969 : Docteur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH
1974 - 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAQOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Najia HAJJAJ
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Professeur Mohammed JIDDANE
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Secrétaire Général : Mr. EI Hassane AHALLAT

Conservateur : Ahmed ZAHIDI

PROFESSEURS :

Février, Septembre, Décembre 1973

1. Pr. CHKILI Taieb Neuropsychiatrie

Janvier et Décembre 1976

2. Pr. HASSAR Mohamed Pharmacologie Clinique
Mars, Avril et Septembre 1980

3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam Neurochirurgie

4. Pr. MESBAHI Redouane Cardiologie

Mai et Octobre 1981

5. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid Cardiologie

6. Pr. EL MANOUAR Mohamed Traumatologie-Orthopédie
7. Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie

8. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
9. Pr. SBIHI Ahmed Anesthésie —Réanimation

10. Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique



Mai et Novembre 1982

11. Pr. ABROUQ Ali*

12. Pr. BENOMAR M’hammed

13. Pr. BENSOUDA Mohamed

14. Pr. BENOSMAN Abdellatif

15. Pr. LAHBABI ép. AMRANI Naima

Novembre 1983

16. Pr. ALAOUI TAHIRI Kébir*

17. Pr. BALAFREJ Amina

18. Pr. BELLAKHDAR Fouad

19. Pr. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia
20. Pr. SRAIRI Jamal-Eddine

Décembre 1984

21.
22.
23.
24.

Pr
Pr
Pr
Pr

25. Pr

26.

Pr

. BOUCETTA Mohamed*

. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
. MAAOUNI Abdelaziz

. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

. NAJI M’Barek *

. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

27.
28.
29.
30.
31.
32.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. BENJELLOUN Halima

. BENSAID Younes

. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
. IHRAI Hssain *

. IRAQI Ghali

. KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987

33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AJANA Ali
AMMAR Fanid

EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
EL HAITEM Naima

EL MANSOURI Abdellah*

EL YAACOUBI Moradh

ESSAID EL FEYDI Abdellah
LACHKAR Hassan

OHAYON Victor*

YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

44. Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib

Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie-Cardio-Vasculaire
Anatomie

Chirurgie Thoracique
Physiologie

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Neurochirurgie
Rhumatologie
Cardiologie

Neurochirurgie
Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryngologie

Radiologie
Pathologie Chirurgicale

CHAHED OUAZZANI Houriaep. TAOBANEGastro-Entérologie

Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Expertise
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Enterologie

Médecine Interne

Médecine Interne

Neurologie

Chirurgie Pédiatrique



45. Pr. DAFIRI Rachida
46. Pr. FAIK Mohamed

47. Pr. HERMAS Mohamed
48. Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

49.
50.
51.
52.
53.
54,
55.
56.
57.
58.
59.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ADNAOUI Mohamed

AOUNI Mohamed

BENAMEUR Mohamed*
BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
CHAD Bouziane

CHKOFF Rachid

KHARBACH Aicha

MANSOQURI Fatima

OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
SEDRATI Omar*

TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL HAMANY Zaitounia
ATMANI Mohamed*
AZZOUZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM
BELKOUCHI Abdelkader
BENABDELLAH Chahrazad

BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif

BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina
BEZZAD Rachid
CHABRAOUI Layachi
CHANA EIl Houssaine*
CHERRAH Yahia
CHOKAIRI Omar

FAJRI Ahmed*

JANATI Idrissi Mohamed*
KHATTAB Mohamed
NEJMI Maati
OUAALINE Mohammed*

Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Radiologie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Urologie

Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie
Dermatologie
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pediatrie
Anesthésie-Réanimation

Médecine Préventive, Santé Publique et Hygiéne

SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH Pharmacologie

TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

81. Pr. AHALLAT Mohamed
82. Pr. BENOUDA Amina

Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Microbiologie



83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENSOUDA Adil

BOUJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafig

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL HADDOURY Mohamed

EL OUAHABI Abdessamad

FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed

OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

97.
98.
99.

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.

Pr.
Pr.
Pr.

AGNAOU Lahcen
AL BAROUDI Saad
BENCHERIFA Fatiha
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENJAAFAR Noureddine
BENJELLOUN Samir

BEN RAIS Nozha

CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed

EL HASSANI My Rachid

EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
EL KIRAT Abdelmajid*
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika

ETTAYEBI Fouad

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine

IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed

MAHFOUD Mustapha

MOUDENE Ahmed*

OULBACHA Said

RHRAB Brahim

SENOUCI Karima ép. BELKHADIR
SLAQUI Anas

Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Enterologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Radiothérapie
Chirurgie Générale
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Médecine Interne

Chirurgie Cardio- Vasculaire
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynecologie —Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire



Mars 1994

124. Pr. ABBAR Mohamed* Urologie

125. Pr. ABDELHAK M’barek Chirurgie — Pédiatrique
126. Pr. BELAIDI Halima Neurologie

127. Pr. BRAHMI Rida Slimane Gynécologie Obstétrique
128. Pr. BENTAHILA Abdelali Pédiatrie

129. Pr. BENYAHIA Mohammed Ali Gynécologie — Obstétrique
130. Pr. BERRADA Mohamed Saleh Traumatologie — Orthopédie
131. Pr. CHAMI Illham Radiologie

132. Pr. CHERKAOUI LallaOuafae Ophtalmologie

133. Pr. EL ABBADI Najia Neurochirurgie

134. Pr. HANINE Ahmed* Radiologie

135. Pr. JALIL Abdelouahed Chirurgie Générale

136. Pr. LAKHDAR Amina Gynécologie Obstétrique
137. Pr. MOUANE Nezha Pédiatrie

Mars 1995

138. Pr. ABOUQUAL Redouane Réanimation Médicale
139. Pr. AMRAOUI Mohamed Chirurgie Générale

140. Pr. BAIDADA Abdelaziz Gynécologie Obstétrique
141. Pr. BARGACH Samir Gynécologie Obstétrique
142. Pr. BEDDOUCHE Amograne* Urologie

143. Pr. BENAZZOUZ Mustapha Gastro-Entérologie

144, Pr. CHAARI Jilali* Médecine Interne

145, Pr. DIMOU M’barek* Anesthésie Réanimation
146. Pr. DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*  Anesthésie Réanimation
147. Pr. EL MESNAOUI Abbes Chirurgie Générale

148. Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila Oto-Rhino-Laryngologie
149. Pr. FERHATI Driss

150. Gynécologie Obstétrique

151. Pr. HASSOUNI Fadil

152. Pr. HDA Abdelhamid*

153. Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
154. Pr. IBRAHIMY Wafaa

155. Pr. MANSOURI Aziz

156. Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia

157. Pr. RZIN Abdelkader*

158. Pr. SEFIANI Abdelaziz

159. Pr. ZEGGWAGH Amine Ali

Médecine Préventive et Sante Publique
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie

Radiothérapie

Ophtalmologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Génétique

Réanimation Médicale

Décembre 1996

160. Pr. AMIL Touriya*

161. Pr. BELKACEM Rachid
162. Pr. BELMAHI Amin

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Chirurgie réparatrice et plastique



163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan

EL MELLOUKI Ouafae*
GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMANDINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

174.
175.
176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191.
192.
193.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN AMAR Abdesselem
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
BOULAICH Mohamed
CHAOUIR Souad*
DERRAZ Said

ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KANOUNI NAWAL
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOQUI CHAFIQ
NAZI M’barek*
OUAHABI Hamid*

SAFI Lahcen*

TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

194.
195.
196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA

AIT BENASSER MOULAY Ali*

ALOUANE Mohammed*
BENOMAR ALI
BOUGTAB Abdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
KABBAJ Najat
LAZRAK Khalid ( M)

Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Parasitologie
Pédiatrie

Radiologie
Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie
Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

O.RL.

Radiologie
Neurochirurgie
Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie
Anesthésie Réanimation
Physiologie

Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie
Anesthésie Réanimation
Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Radiologie

Traumatologie Orthopédie



Novembre 1998

203. Pr. BENKIRANE Majid*
204. Pr. KHATOURI ALI*
205. Pr. LABRAIMI Ahmed*

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Janvier 2000

206. Pr. ABID Ahmed*
207. Pr. AIT OUMAR Hassan Pédiatrie

208. Pr. BENCHERIF My Zahid Ophtalmologie

209. Pr. BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd Pédiatrie

210. Pr. BOURKADI Jamal-Eddine Pneumo-phtisiologie

211. Pr. CHAOUI Zineb Ophtalmologie

212. Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer  Chirurgie Générale

213. Pr. ECHARRAB EI Mahjoub Chirurgie Générale

214. Pr. EL FTOUH Mustapha Pneumo-phtisiologie

215. Pr. EL MOSTARCHID Brahim* Neurochirurgie

216. Pr. EL OTMANY Azzedine Chirurgie Générale

217. Pr. GHANNAM Rachid Cardiologie

218. Pr. HAMMANI Lahcen Radiologie

219. Pr. ISMAILI Mohamed Hatim Anesthésie-Réanimation
220. Pr. ISMAILI Hassane* Traumatologie Orthopédie
221. Pr. KRAMI Hayat Ennoufouss Gastro-Entérologie

222. Pr. MAHMOUDI Abdelkrim* Anesthésie-Réanimation
223. Pr. TACHINANTE Rajae Anesthésie-Reéanimation
224. Pr. TAZI MEZALEK Zoubida Médecine Interne

Pneumophtisiologie

Novembre 2000

225. Pr. AIDI Saadia Neurologie

226. Pr. AIT OURHROUI Mohamed Dermatologie

227. Pr. AJANA Fatima Zohra Gastro-Enterologie

228. Pr. BENAMR Said Chirurgie Générale

229. Pr. BENCHEKROUN Nabiha Ophtalmologie

230. Pr. CHERTI Mohammed Cardiologie

231. Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma Anesthésie-Réanimation
232. Pr. EL HASSANI Amine Pediatrie

233. Pr. EL IDGHIRI Hassan Oto-Rhino-Laryngologie
234. Pr. EL KHADER Khalid Urologie

235. Pr. EL MAGHRAOUI Abdellah* Rhumatologie

236. Pr. GHARBI Mohamed EI Hassan Endocrinologie et Maladies Métaboliques
237. Pr. HSSAIDA Rachid* Anesthésie-Réanimation
238. Pr. LACHKAR Azzouz Urologie

239. Pr. LAHLOU Abdou Traumatologie Orthopédie
240. Pr. MAFTAH Mohamed* Neurochirurgie



241. Pr. MAHASSINI Najat

242. Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae
243. Pr. NASSIH Mohamed*

244. Pr. ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

245.
246.
247.
248.
249.
250.
251.
252.
253.
254.
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.
270.
271.
272.
273.
274.
275.
276.
277.
278.
279.
280.
281.
282.
283.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABABOU Adil

AQUAD Aicha

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BENYOQUSSEF Khalil
BERRADA Rachid
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN EI Hassane*
CHAT Latifa
CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HAJOUI Ghziel Samira
EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid

EL OUNANI Mohamed
EL QUESSAR Abdeljlil
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf

Anatomie Pathologique
Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale

Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie

Anatomie

Cardiologie

Radiologie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Anesthésie-Reéanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Radiologie

Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Médecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale



284.
285.
286.
287.
288.
289.
290.

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. NABIL Samira

. NOUINI Yassine

. OUALIM Zouhir*

. SABBAH Farid

. SEFIANI Yasser

. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia
. TAZI MOUKHA Karim

Décembre 2002

291.
292.
293.
294.
295.
296.
297.
298.
299.
300.
301.
302.
303.
304.
305.
306.
307.
308.
309.
310.
311.
312.
313.
314.
315.
316.
317.
318.
310.
320.
321.
322.
323.
324.
325.
326.

Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENBOUAZZA Karima
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya

BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOULE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
MOUSTAINE My Rachid
NAITLHO Abdelhamid*
OUIJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*

Gynecologie Obstétrique
Urologie

Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Urologie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie



327. Pr. RHOU Hakima
328. Pr. SIAH Samir *
329. Pr. THIMOU Amal
330. Pr. ZENTAR Aziz*
331. Pr. ZRARA Ibtisam*

PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

332. Pr. ABDELLAH EIl Hassan

333. Pr. AMRANI Mariam

334. Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
335. Pr. BENKIRANE Ahmed*

336. Pr. BENRAMDANE Larbi*
337. Pr. BOUGHALEM Mohamed*
338. Pr. BOULAADAS Malik

339. Pr. BOURAZZA Ahmed*

340. Pr. CHAGAR Belkacem*

341. Pr. CHERRADI Nadia

342. Pr. EL FENNI Jamal*

343. Pr. EL HANCHI ZAKI

344. Pr. EL KHORASSANI Mohamed
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Abréviations

ACD : anemia of chronic disease.

ADN : L'acide désoxyribonucléique

ADP : L'adénosine diphosphate

32m : 32-microglobuline

BFU-E : Burst Forming Unit-Erythroid

BMP : Bone Morphogenetic Protein

CBP: CREB binding protein.

CHr: Teneur en hémoglobine des réticulocytes

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CO : monoxyde de carbone

CP : céruloplasmine

CST : coefficient de saturation de la transferrine.

CUB : urchin embryonic growth factor: Facteur de croissance embryonnaire de
I’oursin.

Dcytb: Duodenal cytochrome b reductase

DMT1: Divalent Metal Transporter 1

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

EPO: Erythropoiétine.

Ferroportine-GFP: ferroportine-green fluorescent protein
FPR: fer plasmatique réactif : LPI: Labile plasma iron.
GDF15: Growth differentiation Factor 15.

GPI: glycophosphatidylinositol.

GR: Globule Rouge

HAMP : Hepcidin AntiMicrobial Peptide



Hb: hémoglobine.

HBD : Hepcidin Binding Domain

HH : Hémochromatose Héréditaire

HIF : Hypoxia Inducible Factor

HJV : hémojuvéline

HO: Héme-Oxygénase

HRE : Hypoxia Responsive Element

IL : interleukine

IRE : Iron Responsive Element

IREG1 : Iron Regulated Protein 1 = ferroportine

IRP : Iron Regulatory Protein

JAK: proteins Kinases Janus.

K1 : knock-in

KO : knock-out

LDLRA : low-density lipoprotein receptor : Récepteurs aux lipoprotéines de
faibles densités

LPI : Labile Plasma Iron

LPS : Lipopolysaccharide

MH1 : Mad Homology 1.

mK : microcytic anemia, anémie microcytaire

MTP1 : Metal Transporter Protein 1 = ferroportine

NLS : Nuclear localization signal.

NO : le monoxyde d'azote

Nramp: Natural resistance associated macrophage protein.
NTBI : Non Transferrin Bound Iron = fer non lié a la transferrine : FNLT

IRIDA : iron-refractory iron deficiency anemia



IRM : imagerie par résonance magnétique

RGM : Repulsive Guidance Molecule.

RTf1: récepteur transferrine 1: TfR2

RTTf2: récepteur transferrine 2: TfR1

RTfs : RsTf : récepteur soluble ou sérique de la transferrine.
SBE : SMAD binding element.

SFBC: Société Francaise de Biologie Clinique.

siRNA : small interfering RNA: petits ARN interférents
Slcl11a3: solute carrier family 11 member 3.

Slc40al: solute carrier family 40 member 1.

SMAD : Homo sapiens mothers against decapentaplegic homolog
STAT: Signal Transducers and Activators of Transcription.
STEAP: Six-Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate
TCMH :Teneur Corpusculaire Moyenne en Hemoglobine

Tf : transferrine

TGF-R : Transforming Growth Factor (3

TLRA4: Reécepteur Toll-like 4

TMPRSS6: Transmembrane protease, serine 6. (La sérine
membranaire 6).

TNF : Tumour Necrosis Factor

TTR : transthyrétine

TWSGL1: Twisted gastrulation protein homolog 1.

USF2 : Upstream Stimulatory Factor 2

VHL : Von Hippel-Lindau

UVA: ultra-violet A

VGM : volume globulaire moyen

protéase



INTRODUCTION
M

%,@D
‘A
’n&’ﬁ“y ——S D Q




Dans un organisme en bonne santé, le fer est en mouvement permanent
entre les sites ou il est absorbé (le duodénum), ou il est utilisé (principalement la
moelle osseuse) et ou il est stocké (le foie et la rate). L’homéostasie de ces
mouvements de fer repose sur le contrdle strict de plusieurs paramétres tels que
I’absorption intestinale du fer, son utilisation pour I’érythropoiése, le recyclage
du fer a partir des globules rouges défectueux ou en fin de vie, et enfin la bonne
gestion des stocks de fer par les hépatocytes et les macrophages. Les maladies
humaines qui affectent I’homéostasie du fer sont invariablement des désordres
qui affectent ces mouvements et la distribution du fer dans les différents
organes. L’anémie ferriprive, les hémochromatoses et les anémies des états
inflammatoires chroniques entrent tous dans cette catégorie.

Ce travail est centré¢ sur une hormone, I’hepcidine, dont I’histoire a
commencé, avec la purification du peptide par deux laboratoires indépendants
qui cherchaient a identifier de nouveaux peptides antimicrobiens. L hepcidine
tient son nom de son site majeur de production, « hep » pour hépatique, et
«idine » de son activité bactéricide. Si aujourd’hui le réle de I’hepcidine dans le
métabolisme du fer n’est plus a démontrer, en revanche la fonction
antimicrobienne du peptide ne semble pas compatible avec ses faibles
concentrations circulantes chez les mammiféres.

Dans la premiere partie de ce travail nous rappellerons les differents
mécanismes du métabolisme du fer, nous traiterons ensuite dans la deuxieme
partie I’hepcidine comme hormone clé du métabolisme du fer et nous insisterons
plus particulierement sur les nouvelles données concernant la régulation de
I’expression de cette hormone. Ces données concernant les meécanismes de
régulation de I’hepcidine sont fondamentales car elles constituent autant de

1stes thérapeutiques pour pouvoir moduler, en plus ou en moins, 1’expression
b b
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et/ou I’activité de I’hormone dans différentes situations pathologiques associées

a des désordres du métabolisme du fer.



PARTIE 1 : METABOLISME
DU FER
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1)- Généralités :

Durant la derniere décade, la connaissance du métabolisme du fer a
rapidement progressé. Les données obtenues permettent aujourd’hui de mieux
comprendre comment le stock en fer de 1’organisme, sa répartition entre les
organes et les différents types cellulaires, ainsi que sa distribution dans la cellule
sont maitrisés. Ces données éclairent d’un nouveau jour un grand nombre de

pathologies qui sont liées, ou associées, a une altération du métabolisme du fer

[1].

Le fer est un cofacteur qui joue un role critigue dans de nombreux
processus biologiques, tels que le transport d’oxygeéne, le transport
d’électrons ou la synthése d’ADN. Lorsqu’il est sous forme libre, il est
susceptible d’étre engagé dans des réactions d’oxydoréduction conduisant a la
formation de radicaux libres, pouvant genérer un stress oxydatif lorsque les
défenses antioxydantes de la cellule sont dépassées. Pour éviter la toxicité
du fer, les organismes vivants ont developpé des systemes protéiques pour
le transporter au travers des membranes cellulaires et le stocker sous une
forme non toxique et facilement mobilisable en cas de besoin. Ainsi, une part
importante du fer (65 % de la quantit¢ totale de fer dans l’organisme) se
trouve sous une forme héminique dans I’hémoglobine, la myoglobine et les
enzymes respiratoires (cytochromes, oxydases, peroxydases, etc.). Le fer
des réserves (forme non héminique, 35 % du total) est totalement capté
par la ferritine, la protéine majeure de stockage intracellulaire. Enfin, une
faible fraction du fer est présente dans le plasma associée a la transferrine (Tf),

une protéine plasmatique le transportant vers les cellules (tableau I). Il existe
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une autre forme de fer qui joue un role non négligeable dans 1’homéostasie du
fer mitochondrial: il s’agit des structures fer-soufre (Fe-S), assemblées dans la
mitochondrie, qui sont des cofacteurs pour de nombreuses protéines
mitochondriales (enzymes de la chaine respiratoire) et quelques protéines

cytosoliques.

De plus, le fer étant peu éliminé par les voies urinaires, 1’organisme en
limite les apports en maintenant son absorption intestinale tres basse et en
favorisant son stockage dans le foie et les macrophages de la rate par un
mécanisme hautement controlé. L’Hepcidine, un peptide de 25 acides
aminés synthetisé par le foie, secrété dans le plasma et rapidement eliminé dans

les urines, est 1’élément principal de ce mécanisme de controle. [2].



Tableau | : Contenu en fer de ['organisme. [3]

En mg (chez un étre humain de 75kg) mg/kg
Fer «fonctionnel»
e Hémoglobine 2300 31
e Myoglobine 320 4
e Enzymes «héminique» 80 1
e Enzymes «non héminique» 100 1
2800 37

Stock de fer (essentiellement foie)

e Ferritine 700 9
e Hémosidérine 300 4

1000 13
Total 3800 50
Pertes physiologiques de fer 1-2

e Desquamation de la peau

e Menstruations



2)- L’absorption, I’utilisation, le recyclage et le stockage du fer :

Pour maintenir une quantité suffisante de fer dans l’organisme, et en
particulier dans le pool métaboliqgue (globules rouges et moelle
hématopoiétique), il faut remplacer les pertes par des apports alimentaires. Si les
apports sont insuffisants par rapport aux pertes, il s’installe un déséquilibre avec
une carence en fer qui a des conséquences sur la santé. L’équilibre du statut en
fer est tres dépendant des niveaux de besoin en fer de I’organisme, qui varient au
cours de la vie. Ces besoins sont plus élevés chez les enfants et les adolescents
du fait de la croissance rapide, chez les femmes, de la puberté a la ménopause,
du fait des pertes supplémentaires en fer dues aux menstruations, et chez les
femmes enceintes a cause des besoins du feetus et des transformations de
I’organisme de la femme. Le fer apporté par ’alimentation peut se trouver sous
deux formes, le fer héminique qui se trouve dans les viandes et les poissons (la
ou on trouve de I’hémoglobine ou de la myoglobine), fer bien absorbé par
I’organisme appelé¢ pour cela fer biodisponible (10 a 30 %) et le fer non
héminique qui se trouve dans les céréales, les légumes secs, les fruits, les
légumes, les ceufs et les produits laitiers, fer beaucoup moins bien absorbé
(1 a 5 %, fer peu biodisponible). Les aliments les plus riches en fer sont les
abats, le sang (boudin noir), les viandes et les légumes secs, mais les legumes
verts (notamment les épinards !) sont plut6t pauvres en fer (tableau I1) [4].



Tableau Il — Aliments riches en fer (taux moyens en mg/100 q) [4].

Levure de biére séche 18
Boudin noir cuit 14
Poudre de cacao sans sucre 12
Foie de mouton 11
Foie de volaille 9
Farine de soja 9
Lentille crue séche 8
Foie de veau 8
Moule cuite 7.5
Paté de campagne 6.5
Jaune d'oeuf 6,5
Persil

Haricot blanc

Pois cassé

Abricot sec 3,5
Huitre 3,0
Amande 5
Moisette 4.5
Boeuf rati 45
Figue séche 4
Sardine 3,5
Maoix 3
Epinard 3
Cote de beeuf 3
Datte 3




2-1)- L’absorption intestinale du fer (figurel)

Le fer alimentaire est absorbé au niveau de la partie proximale de ’intestin
gréle, le duodénum, par les entérocytes. Il est dans un premier temps réduit par
la réductase Dcytb puis transporté a travers la membrane apicale de I’entérocyte
par DMT1 (Divalent Metal Transporterl). Une fois dans la cellule, il peut étre
stocké dans la ferritine ou transporté de nouveau au pdle basolatéral vers le pool
sanguin par le transporteur transmembranaire ferroportine. Dans la circulation
sanguine, la transferrine permet de véhiculer le fer dans tout 1’organisme. Pour
cela, le fer doit étre préalablement oxydeé par La ferroxydase héphaestine situee
sur la membrane basolatérale de 1’entérocyte. L’héphaestine est une protéine
homologue a la céruloplasmine, ferroxydase circulante produite par le foie. Le
fer lié a la transferrine (holotransferrine) est distribué aux cellules somatiques

via le récepteur a la transferrine 1 (RTf1). [5, 6]

Le fer peut également étre absorbé sous forme héminique et
métabolis€¢ grace a une enzyme appelée 1’héme oxygénase dont I’isoforme
majeure est héme oxygénase 1 (HO-1), libérant ainsi I’atome de fer.
L’absorption de I’heme est plus efficace que ’absorption du fer inorganique

mais le meécanisme est encore mal connu. [2]

10



Absorption

Villosité

N

Lumieére intestinale Plasma

Ferroportine

Fe2+ .Fc.’."
e
o 0 b =

Héphaestine® ®Fe3+

w )

—HOI @ ) 8

Entérocyte

- . [
) Duodénum >

Figure 1.L absorption intestinale du fer. [6]

Le fer est absorbé au niveau du duodénum par les entérocytes situés au sommet des villosités
duodénales. Dans la lumiére intestinale, le fer alimentaire est d’abord réduit par Dcytb, puis transporté
par DMT1. Dans I'entérocyte, le fer peut soit étres stocké dans la ferritine, soit transporté par la
ferroportine vers le plasma. Il est ensuite oxydé avant d’étre pris en charge par la transferrine
circulante.

2-2)- L’utilisation du fer via le cycle Tf /RTT (figure 2)

La captation du fer-transferrine plasmatique par les cellules fait intervenir
le récepteur 1 de la transferrine (TFRc). La protéine issue du géne TFRc est
constituée de deux sous-unités identiques associées par des ponts disulfure et
exprimée a la membrane cellulaire ou elle joue le role de récepteur pour la
transferrine. Le complexe transferrine-récepteur de la transferrine est internalise
au cours d’un processus d’endocytose. Le pH abaiss¢ au sein de vésicules
permet la libération du fer. Celui-ci sera alors exporté vers le cytoplasme grace a

DMT1.Cet export du fer nécessite une conversion du Fe®* libéré de la
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transferrine en Fe”. Celle-ci fait intervenir la protéine STEAP3
(six-transmembrane epithelial antigen of prostate 3) qui est une ferriréductase
Ce mécanisme de capture du fer est retrouvé dans I’ensemble des cellules, en
dehors des érythrocytes au sein desquels 1’incorporation de fer associé a
I’hémoglobine s’est effectuée durant la phase de maturation des érythroblastes.
Le fer non lié a la transferrine est capté par une voie indépendante du récepteur

de la transferrine. [1, 5]

Espace > :\\, Fo, Tf DMT1 _—=Apo-Tf
extracellulaire < TJ e N
(pH 7.4) Ay ) T L, V5
f~S3 \[f RT!
o . ) L'.
& |
| !
=y o\ puits recouvert

membrane

A2\ de clathrine
cellulaire =N\
\
) Wy

=
L Endosome ’
Fe

" Pompe a protons oQ = Mitochondrie
£ b ‘ L
(& - H ‘ '\
. <9 H DMT1— \
;v}‘ I( .\ I \) 1/ & ,;. «: = . Ferritine =
o N W ()" Ui
\\\ 00~ / = ‘ l non érythroides
B L / Hemosiderine
\._ LN / STEAP3
Cytoplasme e \
N Endosome acidifié
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Figure 2. Endocytose du fer lie a la Tf par RTf [7].

L’holotransferrine (Fe,-Tf) est reconnue par le récepteur de la transferrine (RTf) (en vert) a la surface
de la cellule. Le complexe RTf-Fe,-Tf subit une endocytose dans une vésicule recouverte de clathrine.
Dans I'endosome, a la faveur d’'un pH acide, le fer se dissocie de la transferrine. Le fer serait réduit
ensuite par une ferriréductase, probablement STEAP3 dans les précurseurs érythroides, puis
transportée vers le cytoplasme par DMT1. Le récepteur et 'apo-transferrine (Apo-Tf) sont finalement
recyclés par fusion de la vésicule a la membrane plasmique de la surface cellulaire.
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2-3)- Erythropoiése et synthése de I’hémoglobine
Environ 200 milliards de globules rouges matures doivent étre produits

chaque jour par la moelle osseuse pour compenser la destruction des globules

rouges sénescents par les macrophages tissulaires.

Les besoins en fer sont trés importants au cours de 1’érythropoicse (environ
25 a 30 mg), principalement pour assurer la synthése d’heme et la formation de
I’hémoglobine. Les précurseurs €rythropoietiques de la moelle osseuse, qui ne
peuvent acquérir leur fer que sous forme de complexes fer-transferrine,
expriment un trés grand nombre de récepteurs a la transferrine (RTf1) a leurs
surfaces. La fixation du complexe Fe,- transferrine sur son récepteur entraine la
formation d’une vésicule d’endocytose et I’internalisation du complexe.
L’acidification progressive de 1’endosome sous I’action d’une H'ATPase et la
réduction du fer entrainent la dissociation du fer de sa liaison a la transferrine.
Une ferriréductase endosomale de la famille Steap réduit le Fe(lll) en Fe(ll)
permettant ensuite le transport de I’ion Fe(Il) ainsi libéré vers le cytoplasme par
Nramp2/DMT1, un co-transporteur des ions H* et du Fe(ll) appartenant a la
famille Nramp (natural resistance associated macrophage protein). A pH acide,
la transferrine reste fixée sur son récepteur et se trouve recyclée vers le plasma
par fusion de I’endosome avec la membrane plasmique. Aprés son export dans
le cytosol, la majorité¢ du fer de 1I’érythroblaste est a dressée a la mitochondrie
par un mecanisme encore mal elucidé et incorporé dans la protoporphyrine IX
pour former la molécule d’héme. Cette réaction est catalysée par la
ferrochélatase, la dernieére enzyme de la chaine de biosynthése de I’heéme. Apres

sa syntheése, I’héme est exporté vers le cytosol pour étre associée aux chaines de
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globine ou aux apo-cytochromes. L’export de I’héme de la mitochondrie

pourrait étre assuré par des protéines de type ABC-transporteur. [8]

HaC CHCHC00M

\
HyCuH

DAl St

CHRCHCO0H

My CHy

S potypeptide
chain

(n) Hamoglobin (b) Iron-containing heme group

Figure 3 : Structure de I’hémoglobine humaine adulte (a22)

L’hémoglobine (a) est constituée de 4 chaines de globine (2 chaines a et 2 chaines ) portant
chacune un groupement prosthétique héme (b) contenant un atome de fer.
(http://legacy.owensboro.kctcs.edu/gcapIan/anat2/notes/notesG%ZObIood%ZOceIIs.htm Hemoglobin proteins)

2-4)- Le recyclage du fer : I’érythrophagocytose (figure 4)
Le macrophage, par le processus d’érythrophagocytose, peut fournir en
permanence du fer au plasma. En effet, au cours de ce processus, les

macrophages vont:

 phagocyter les érythrocytes ayant atteint leur durée de vie (environ 120

jours).

* en libérer I’hémoglobine puis le fer lui-méme grace notamment a 1’activité

de I’héme-oxygénase.

A ce stade, le fer peut étre orienté vers la ferritine, protéine de stockage

cellulaire du fer, ou étre dirigé vers le plasma. La libération plasmatique du fer
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est mediée par la ferroportine, protéine transmembranaire qui exporte le fer

cellulaire sous forme de Fe2".

Celui-ci est alors oxydé en Fe3™ par la céruloplasmine ce qui permet la
prise en charge du fer par la transferrine et son transport dans le plasma. La
ceruloplasmine est une protéine plasmatigue membre de la classe des
«multicopper » oxydase, synthétisée par 1’hépatocyte. Les atomes de cuivre

qu’elle porte sont requis pour son activité ferroxidasique.

Le macrophage est donc en permanence capable de fournir du fer au plasma

pour compenser ce qui a été extrait par les cellules [5].

-
o
(1

e
i
o

(U
i

macrophage .

Figure 4. Erythrophagocytose et recyclage du fer [10].

Les globules rouges (GR) sénescents sont phagocytés par le macrophage. lls sont dégradés et, a
I'aide de I’'héme oxygénase (HO), le fer est libéré de 'hémoglobine. D’autres voies possibles d’entrée
du fer dans le macrophage impliqguent le complexe HFE-B2m-RTfl et le complexe haptoglobine-
hémoglobine circulant qui se lie au récepteur CD163 et subit I'endocytose. L’hémoglobine est
dégradée par HO pour libérer le fer. Le fer est alors, soit stocké dans la ferritine, soit recyclé.
Il est ainsi exporté par la ferroportine puis oxydé par la céruloplasmine (CP) circulante avant
d’étre pris en charge par la transferrine (Tf) circulante.
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2-5)- Le stockage du fer (figure 5)

Le foie est un organe de stockage principal pour le fer. Dans des états de
surcharge en fer génétiques ( voir plus loin) associés a une augmentation de
la saturation de la Tf, les hépatocytes deviennent le site majeur de dépots de fer,
entrainant des lésions tissulaires progressives, une cirrhose ou encore un
carcinome hépatocellulaire. Du fer non lié a la Tf (non-transferrin bound iron
[NTBI]) peut apparaitre dans le plasma lorsque la saturation de la Tf est
supérieure & 80 % et ce NTBI serait transporté dans 1’hépatocyte par le
transporteur de cations divalents Zip 14 . Les récepteurs CD163 et CD91,
responsables du transport des complexes hémoglobine—haptoglobine et
héme-hémopexine respectivement, contribuent a la surcharge en fer
hépatocytaire, notamment dans les anémies hémolytiques. Le fer est mis
en réserve associé a la ferritine, un hétéropolymére de 24 sous-unités qui
sont de deux types, une chaine lourde (H-ferritine) et une chaine légere
(L-ferritine), formant une enveloppe sphérique avec une cavité centrale

capable de stocker jusqu’a 4500 atomes de fer. [2]
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Figure 5. Entrée et sortie du fer de I’hépatocyte. [10].
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3)- Moleéecules impliquées dans le metabolisme du fer
3-1)- Protéine de liaison du fer : la transferrine(Tf).

La transferrine (Tf), est une glycoprotéine qui contient environ 700 acides

aminés et a pour masse moléculaire environ 80 KDa. [11]

La transferrine existe sous trois formes: diferrique (diFe-Tf), monoferrique
(monoFe-Tf) et apoTf. La distribution du fer entre diFe-Tf et monoFe-Tf dépend
de la saturation de Tf. [12]

En situation normale, c’est la transferrine plasmatique qui transporte le fer
jusqu’a ces différents sites. L apotransferrine est capable de lier deux atomes de
fer ferrique, devenant alors la transferrine. Le fer qui se lie a I’apotransferrine
provient du tube digestif, mais aussi de la rate ou ont été préalablement
phagocytées les hématies sénescentes, et du foie, principal organe de stockage
du fer. Ainsi, la transferrine assure en permanence une redistribution du fer au
sein des différents organes. Cette répartition privilégie les précurseurs
érythroides de la moelle osseuse, celle-ci captant environ 70 % du fer lie a la
transferrine plasmatique. D’autres protéines plasmatiques peuvent lier le fer, a
un moindre degreé : la ferritine plasmatique, qui a 1’état normal contient peu de

fer, I’haptoglobine, et I’hémopexine.

Lors des surcharges en fer, une forme biochimique anormale de fer apparait
dans le plasma : le fer non lié a la transferrine (FNLT). Cette forme de fer, quasi
inexistante dans le plasma d’un sujet normal, est en fait liée a des composés de
bas poids moléculaire comme le citrate, 1’acétate, et ’ADP. Le devenir du
FNLT est différent de celui du fer lié a la transferrine puisqu’il a été montré

experimentalement que 90 % du FNLT est extrait du plasma lors du premier
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passage hépatique, et que le foie est le principal site de captation du FNLT dans

I’organisme. [13, 14]

3-2)- Les récepteurs de la transferrine

Le RTf est une protéine tres ubiquitaire présente sur la membrane de
nombreux types de cellules (lignée érythroblastique qui en contient plus des
deux tiers, foie, intestin gréle, pancréas). Dans la lignée érythroide, le RTf est
exprime des le stade BFU-E. Au fur et a mesure de la maturation cellulaire, le
nombre de récepteurs augmente jusqu’a un maximum au stade érythroblaste
(800000 RTf par cellule) pour diminuer au stade réticulocytaire (100000 RTf
par cellule). Les érythrocytes matures en sont dépourvus. Cette distribution

explique le mécanisme quasi-exclusif de captation du fer par 1’érythroblaste.

Le R-Tf est une glycoprotéine transmembranaire constituée de deux
sous-unités identiques de 95 kD, reliées par deux ponts disulfures (figure 6).
Chaque sous-unité de 760 acides aminés comprend trois domaines: un
domaine cytoplasmique, support de I’extrémité aminoterminale, un domaine
transmembranaire hydrophobe et un large domaine carboxyterminal. Une
séquence  peptidigue  particuliere  («tyrosine—  thréonine—  arginine-
phénylalanine») de la région cytoplasmique a été identifiée comme signal

d’endocytose. Chaque domaine peut lier une molécule de transferrine.

Le R-Tf lie la transferrine porteuse des atomes de fer et I’internalise par
endocytose. L’abaissement du pH dans la vésicule d’endocytose libére le fer.
Dans les cellules érythroides médullaires, la majeure partie du fer libéré est
utilisée pour la synthése de I’hémoglobine, 1’excés est mis en réserve sous forme

de ferritine. La vésicule raméne ensuite vers la membrane cellulaire le complexe
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transferrine—R-Tf. Au pH physiologique, celle-ci est libérée dans le plasma, le
récepteur se fixe dans la membrane, prét a un nouvel échange. Ce cycle qui dure
environ dix minutes permet aux érythroblastes de capter prés de 20000 atomes

de fer par minute.

Le récepteur sérique ou soluble de la transferrine est produit par clivage
protéolyque: c’est une forme tronquée monomérique du récepteur membranaire
ayant perdu ses domaines cytoplasmiques et transmembranaires et portant une

seule molécule de transferrine. [15, 16]

6y — -
TET — + —— MN-giyvcane

| [ cmon

1o — . Crglvcane

1 ! Freowtolyss

‘ Acde pasiingue |

) —t. P}

Figure 6. Représentation schématique de la molécule de RTf [17]
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3-2-1)- Récepteur 1 de la transferrine (TfR1) :

C’est une glycoprotéine transmembranaire qui comporte deux sites de
liaison pour la transferrine. Ubiquitaire, il est exprimé par [’hépatocyte.
L’expression de TfR1 est contrdlée par le pool cellulaire martial labile. La
saturation de Tf détermine a chaque instant le rapport diFe-Tf/monoFe-Tf.
Toutes les formes de Tf peuvent se lier a TfR1 a la surface cellulaire, mais
I’affinité pour diFe-Tf est 4 fois supérieure a celle de la monoFe-Tf et 24 fois
celle de I’apoTT. La livraison du fer avec diFe-Tf est donc plus efficace qu’avec
monoFe -Tf. Cependant, la proportion de fer livré par monoFe-Tf augmente

avec la baisse de la saturation.

En clinique, la partie circulante de TfR1 peut étre dosee, elle est augmentée
dans les carences en fer, méme si elles sont associées a une inflammation, et

dans les hyper érythropoieses, méme si elles sont inefficaces. [12]
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Figure 7. Structure et produits de clivage de RTf1 [18].

A. Structure cristallographique du dimére RTf1, a droite est figuré un monomere.

B. Produits de clivage de RTfl. TfR : RTfl ; mfTfR : fragment membranaire de RTf1 ;
sTfR : RTf1 soluble.

3-2-2)- Récepteur 2 de la transferrine (TfR2) :

I1 est exclusivement d’origine hépatique. Il lie Tf, est un candidat détecteur
de la saturation de Tf et est sans doute impliqué aux coétés de HFE dans la
synthése de 1’hepcidine. L’expression de TfR2 n’est pas contrélée par la
concentration cellulaire en fer. Contrairement a TfR1, TfR2 ne se lie pas a la
molécule HFE, sauf peut étre au niveau des cryptes. L’affinité de TfR2 pour
Fe-Tf est 25 fois inférieure a celle de TfR1. Contrairement a TfR1, I’expression

de TfR2 n’est pas augmentée dans les carences martiales et elle n’est pas
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abaissée dans les surcharges orales expérimentales ou dans 1’hémochromatose
experimentale HFE-/HFE-. Son r6le est incertain, mais son importance est sans
doute grande dans le mécanisme de la régulation. En effet, TfR2 est muté dans
une forme d’hémochromatose non HFE. Dans cette hémochromatose,

I’expression de I’hepcidine est diminuée. [12].
3-3)- Ferritine : la protéine de stockage.

La ferritine, (masse moléculaire : 450000 Da.) proteine de réserve du fer,
joue un réle clé dans le métabolisme de celui-ci. Son aptitude a séquestrer le fer

lui donne une double fonction de détoxification du fer et de réserve.

Le fer est localisé au centre d’apoferritine, macromolécule sphérique qui
forme une coque délimitant une cavité centrale dans laquelle le fer est stocke
sous forme de micelles d’oxyde de fer hydraté et phosphaté. La ferritine contient
au maximum 4500 atomes de fer par molécule, 2500 maximums pour les

ferritines tissulaires.

La structure tridimensionnelle de la ferritine est hautement conservée au
sein des especes. Toutes les molécules de ferritine sont constituees de
I’assemblage de 24 sous-unités delimitant une cavité centrale d’un diametre de
80A. Les formes structurales de ferritine sont connues pour I’Homme et
différentes espéces animales, dont les bactéries: toutes ont globalement la méme
architecture malgré d’importantes variations dans leur structure primaire (les
séquences d’acides aminés sont moins de 14% d’homologie). Chez I’'Homme,
les molécules de ferritine résultent de 1’assemblage de 24 sous unités de types
différents: le monomére L (L= liver=light =forme basique) de masse
moléculaire 19000 et le monomere H (H= Heart=heavy =forme acide) de masse
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moléculaire 21000 (figure 8). L’association de 2 monomeres peut donner lieu a
25 formes moléculaires possibles (L24, L23H1,..., H24) qui constituent la
famille des isoferritines et déterminent la grande hétérogénéité moléculaire de la

ferritine. La ferritine sérique présente un fort pourcentage de sous-unités L.

Les genes des chaines H et L de la ferritine humaine sont localisés sur les

chromosomes 11923 et 19, respectivement. [19]
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Figure 8. Proportion des sous-unités lourdes (H) et légeres (L) composant

la ferritine dans différents tissus [20].

Les homopolyméres de sous-unités H (H24L0) et L (HOL24) sont représentés respectivement en
haut et en bas de la figure et les hétéropolymeres de contenu décroissant en sous-unité H sont
placés entre les homopolyméres. Les tissus sont placés en fonction de leur quantité relative de
;ost—unités H et L & droite de la figure (Ex : ferritine musculaire H20L4, ferritine hépatique H2-3L22-

1).

3-4)- Les transporteurs membranaire de fer : DMT1,
Nramplet ferroportine.

3-4-1)- DMT1

La protéine DMTL, eégalement appelée Nramp2, a une répartition
ubiquitaire. Elle appartient a la famille des transporteurs membranaires de type
SLC11a2. Elle assure le transport de nombreux cations divalents dont le fer
ferreux, le manganese, le cobalt, le zinc et le cadmium. Le r6le de la protéine

DMT1 dans le transport du fer a été démontré au niveau du pble apical de
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I’entérocyte et de la vacuole d’endocytose chez 2 modeles animaux: le rat
Belgrade et la souris mk, porteurs de la mutation p.gly185arg du gene DMT1.
Chez I’homme, le géne DMT]1 a été localisé au niveau du chromosome 12 et son
clonage a montré qu’il code pour une protéine de 504 AA, comportant 12
domaines transmembranaires. L’ARNm de DMT1 présente 2 isoformes qui
différent par leur extrémité 3°. L’isoforme intestinale comporte une séquence
nucléotidigue non codante, iron responsive element, impliquée dans la
régulation du fer intracellulaire, tandis que 1’isoforme érythroide en est
dépourvue. Cette variabilité structurale explique la difféerence fonctionnelle du

DMT1 au niveau de I’intestin et de la moelle osseuse. [21]
3-4-2)- Nrampl

A Tlinverse de Nramp2pour lequel il existe beaucoup d'arguments
experimentaux permettant d'affirmer une fonction de transporteur du fer, des
arguments indirects tirés de la comparaison avec d'autres membres de la famille
Nramp suggerent que Nrampl pourrait contribuer a transporter le fer en dehors

du phagosome, hors d'atteinte de I'agent infectieux.

La protéine Nrampl chez la souris est codée par un gene associé au locus
Bcg. Ce locus exerce chez la souris un contrdle genétique sur la résistance aux
infections par les pathogenes a développement intracellulaire tels que
Mycobacterium, Salmonella ou Leishmania. Dans les lignées pures de souris, il
existe deux formes alléliques différentes. Chez les souris possédant l'alléle
BcgR, les macrophages ont une activité bactériostatique importante, limitant la
multiplication intracellulaire des pathogénes. A l'inverse, les macrophages des

souris ayant l'allele BcgS vont permettre la prolifération microbienne, le
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développement de linfection dépendant alors de la virulence de l'agent

pathogéne et de la réponse immunitaire de I'hGte.

Le gene associé au locus Bcg a été isolé par clonage positionnel et
appelé Nrampl. Ce gene présent sur le chromosome 1 murin code pour une
protéine de 60 KDa, présentant douze segments transmembranaires, une boucle
extracellulaire pouvant étre glycosylée et de nombreux sites possibles de
phosphorylation. L'allele BcgS correspond a un polymorphisme protéique avec
remplacement d'une glycine a la position 169 par un acide aspartique (G169D),
dans le quatrieme domaine transmembranaire. Ce changement d'acide aminé
entraine une perte de fonction de la protéine résultant de I'association parfaite du
locus Bcgs et de la susceptibilité aux infections. Cependant, la démonstration de
I'identité entre Nramp et le locus Bcg est venue de I'établissement de souris
mutantes Nrampl/ par recombinaison homologue. Ces souris ont perdu la
capacité de contrbler la multiplication intracellulaire de parasites

tels Mycobacterium ou Leishmania, au méme titre que les souris BcgsS.

Il n'existe pas de mutation du géne Nrampl identifiee chez I'nomme et le
role de cette protéine dans les défenses antimicrobiennes n'est pas encore connu.
Cependant, des auteurs ont rapporté  I'association d'un polymorphisme
particulier du gene Nramp1 avec une susceptibilité accrue a la tuberculose dans
un groupe éthnique particulier en Afrique, mais ces résultats sont encore

preliminaires et mériteraient d'étre confirmés.

La protéine Nrampl est exprimée uniquement dans les macrophages et
dans les granulocytes et elle est associée a la membrane de I'endosome tardif.

Cependant, I'étude de la protéine lors de la phagocytose dans les macrophages a
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montré que Nrampl est recruté par le phagosome au cours de son processus de
maturation. Ce processus permet I'acquisition d'activités bactéricides dues a la
présence d'agents cytotoxiques ou a I'élimination d'éléments nutritifs essentiels a
la multiplication des pathogénes. La fonction exacte de Nrampl n'est pas encore
connue mais son role dans le controle de la production du NO par les
macrophages ou dans I'élimination des ions fer ou manganese vers I'extérieur du
phagosome a été évoqué, les deux effets n'étant pas mutuellement exclusifs,
particulierement du fait des liens étroits qui existent entre le NO et le
métabolisme du fer. Plusieurs études indiquent que la production de NO en
réponse a une stimulation par l'interféron g est plus importante dans des
macrophages isolés de souris BcgR que dans des macrophages de souris

congéniques BcgsS. [22]
3-4-3)- Ferroportine

Découverte indépendamment par trois groupes différents, elle a hérité de
trois noms différents ;. Ferroportinl ou ferroportin, Iregl (Iron regulated
protein 1), MTP1 (Metal Transporter Protein 1), pour s’appeler par la suite
Slc11a3 (solute carrier family 11member 3) et Slc40al (solute carrier family 40

member 1). C’est a ce jour le seul exporteur cellulaire de fer connu.

Son expression est restreinte a des cellules qui jouent un réle primordial
dans I’homéostasie du fer: entérocytes duodénaux, macrophages tissulaires et
syncytiotrophoblastes placentaires. Dans les entérocytes duodénaux, elle est
localisée au pdle basolatéral et sa fonction d’export de fer est couplée a I’activité
ferroxydase de 1’héphaestine, une protéine ancrée a la membrane, de la famille
des ferroxydases cuivre dépendantes. Dans les macrophages, elle est
principalement localisee dans des vésicules intracellulaires et participe au
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recyclage du fer suite a la phagocytose des globules rouges sénescents et au
catabolisme de I’héme. Le recyclage du fer par les macrophages est couplé a son
oxydation par la céruloplasmine. L’expression du géne ferroportine est régulée
par le fer intracellulaire, par I’intermédiaire du systeme IRE/IRP et par des
signaux systemiques (Voir plus loin). Des mutations du gene Slc40al codant
pour la ferroportine sont a I’origine d’une nouvelle forme de surcharge en fer
héréditaire, 1’hémochromatose de type 4, (Voir la partie 3: hepcidine et

désordres du metabolisme martial). [23]
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Figure 9. ROle de la ferroportine dans le contréle de I’homéostasie du fer. [23].

La ferroportine est exprimée au pble basolatéral des entérocytes duodénaux et dans les
macrophages tissulaires. Elle exporte le fer ferreux Fe (II) du milieu intracellulaire vers le plasma ou il
est oxydé en fer ferrique Fe (lll), soit par I'héphaestine a la sortie des entérocytes duodénaux, soit par
la céruloplasmine plasmatique a la sortie des macrophages. Le fer ferrique est ensuite capté par la
transferrine pour étre distribué dans les différents compartiments tissulaires, en particulier dans la
moelle osseuse pour participer a I'érythropoiése.
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3-5)- Les ferriréductase : Dcyt b et Steap 3.

3-5-1)- Dcyt b

Dcytb est une protéine membranaire présente a la surface apicale des

entérocytes. Elle est également présente dans le foie et la rate. [24].

Le fer alimentaire est majoritairement présent sous sa forme ferrique
insoluble Fe(l11) non assimilable et doit subir une étape de réduction en sa forme
ferreuse Fe(Il) avant d’étre absorbé. Ceci est assuré par une réductase appelée
DCYTB (Duodenal Cytochrome b) localisée a la membrane apicale de
I’entérocyte. Il a été démontré que des anticorps dirigés contre DCYTB
diminuent I’activité endogéne de réduction du fer de la bordure en brosse. De
plus I’expression de ’ARNm codant la protéine DCYTB est réglée par les
stimuli qui agissent sur 1’absorption intestinale tels que la carence en fer ou
I’hypoxie. Certains composants alimentaires sont capables de participer a la
réduction du fer tels que I’acide ascorbique, le beta-carotene, la cystéine ou
I’histidine et stimulent de ce fait 1’absorption de fer. Notons qu’a I’inverse,
certains composés tels que les polyphénols (contenus notamment dans les tanins
du thé), diminuent I’absorption du fer gréce a leur capacité de chélation du fer.
[25]

3-5-2)- Steap 3

Steap 3 pour Six-Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate 3 a été
identifiée par 1’étude des souris mutantes nm1504 comme la ferriréductase
endosomale impliquée dans la capture du fer apres endocytose de I’holoTf. Les

souris nm1504 ont un phénotype pléiotropique (alopécie, infertilité male,

hydrocéphalie, anémie hypochromique microcytaire) due a une large délétion
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génomique (41,6 Mb). Le gene responsable de I’anémie, Steap3, a été identifié
par clonage positionnel et son réle direct a été démontré par des expériences de
restauration de 1’anémie des souris nm1504 par 1’apport de Steap3 sauvage.
Cette protéine est une protéine transmembranaire contenant deux histidines
capables de lier une molécule d’héme et elle possede une activité ferriréductase
NAD(P)H dépendante. Elle est synthétisée dans les tissus hématopoiétiques et
dans le foie adulte. Dans le foie des souris nm1504, le déficit en Steap3 est

probablement compensé par d’autres réductases. [26, 27]

3-6)- Les ferroxydases : la céruloplasmine et I’héphaestine.

3-6-1)- La céruloplasmine

La céruloplasmine est un polypeptide d’environ 120 kDa qui possede de
nombreuses fonctions dont celles de transporteur de cuivre et de fer et
d’antioxydant. Elle transporte le Cu aux cellules mais participe aussi a son
excrétion de I’organisme. Elle oxyde le fer ferreux (Fell) en fer ferrique (Felll),
changement nécessaire pour son transport au plasma aprés sa fixation sur la
transferrine. Il en est de méme pour le transport du fer de la moelle osseuse aux
globules rouges, ou 22 mg (environ 0,7%) du fer entrent et sortent des globules
rouges humains. Une grande partie de ce fer est réincorporée dans les cellules
hépatiques, en particulier dans les hépatocytes. La concentration de
ceruloplasmine plasmatique augmente pendant I’inflammation et 1’infection.
Elle peut aussi étre influencée par d’autres facteurs dont celui responsable de
I’induction de I’hypoxie (HIF1), lié au métabolisme du fer. Ces résultats
impliquent que 1’expression de la céruloplasmine ne dépend pas seulement des

cytokines de I’inflammation. [28]
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3-6-2)- L’héphaestine.

L’héphaestine est une protéine homologue de la céruloplasmine avec qui
elle partage certaines caractéristiques. C’est une protéine transmembranaire
d’environ 134 kDa localisée dans les vésicules de Golgi. Comme la
ceruloplasmine, elle a une activité ferroxydasique impliquée dans 1’absorption
intestinale du fer. Elle peut oxyder le fer pour fixer I’apotransferrine et favoriser

sa sortie par exocytose vers le sang. [28]

Les souris présentant une «anémie liée au sexe» (sex linked anemia) ont une
accumulation de fer dans les cellules épithéliales villositaires due a un géne de
I’héphaestine défectueux. Contrairement a la céruloplasmine qui est une
ferroxydase sérique, 1’héphaestine contient sans doute un domaine
transmembranaire qui ancre la protéine dans la membrane, pour certains
cependant, elle serait surtout localisée dans la région périnucléaire. La protéine
n’apparait pas franchement régulée par les stocks en fer. Elle est exprimée tout
au long de l’intestin, ce qui suggere qu’elle a d’autres fonctions. Elle est
également exprimée dans le foie, au niveau des cellules de Kupffer, ce qui

suggere qu’elle pourrait participer a la sortie du fer de ces cellules. [12].

3-7)- Transport de I’héme : I’haptoglobine et I’hémopexine.

L’haptoglobine et 1’hémopexine peuvent véhiculer du fer en liant
respectivement I’hémoglobine et I’héme plasmatiques. Cette capacité permet
d’éviter une toxicité liée a la présence de ces composés dans le plasma,

notamment lors de phénomeénes d’hémolyse. [1]
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L’haptoglobine est une protéine de la réponse inflammatoire aigué. Elle est
synthétisée par le foie et induite par des cytokines telles I’IL-6, I’IL-1 et le

tumour necrosis factor (TNF).

L’hémopexine est une glycoprotéine seérique de masse relative 60 kDa
environ. Elle est synthétisée par le foie, I’induction de sa synthése survenant
sous I’influence de I’inflammation; sa demi-vie plasmatique est de 7 jours. De
toutes les protéines plasmatiques, c’est 1’hemopexine qui a la plus forte affinite
pour I’héme (protoporphyrine + atome ferreux Fe?*) ou I’hématine (forme
oxydée de I’héme a Fe**). Elle intervient en seconde intention dans la clairance

de ’héme, apres intervention de 1’haptoglobine.

En cas d’hémolyse, ’hémoglobine libre plasmatique est prise en charge par
I’haptoglobine. Le complexe hémoglobine-haptoglobine est rapidement dégradé
par le systeme réticulo-endothélial hépatique permettant la récupération du fer et
la dégradation de I’hémoglobine en bilirubine. Lorsque cette voie est saturée,
I’hémoglobine libre d’une part est filtrée par le glomérule, faisant apparaitre une
hémosidérinurie puis une hémoglobinurie lorsque les cellules tubulaires ne
peuvent plus la réabsorber, et d’autre part s’oxyde en méthémoglobine qui se
dissocie en globine et hématine. L’hématine est prise en charge par
I’hnémopexine principalement, en formant un complexe équimoléculaire
hématine-hémopexine, et dans une moindre mesure par 1’albumine
(méthémalbumine). La liaison de I’hématine a 1’hemopexine induit un
changement conformationnel, permettant la liaison de 1’hémopexine a son
récepteur specifique, exprimé principalement sur la membrane des hépatocytes.

L’ensemble est alors internalisé, provoquant une rapide élimination des
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complexes de la circulation, d’ou une diminution de la concentration
plasmatique d’hemopexine. Dans le cytosol, I’hématine est dégradé par I’héme
oxygeénase, le fer libéré se lie a la ferritine intracellulaire et peut étre réutilise,

tandis que 1’hemopexine et son récepteur sont recyclés. [29, 30].

3-8)- L’héme oxygénase(HO) : enzyme de dégradation de ’héme.

Le systeme enzymatique heme oxygénase (HO) est le facteur limitant du
catabolisme de I’héme. Trois isoformes ont été caractérisées mais seules HO1 et
HO2 sont fonctionnelles et capables de générer le monoxyde de carbone (CO),
la biliverdine, rapidement transformée en bilirubine et du fer libre qui conduit a

I’induction de la ferritine. [31]
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Figure 10.Catabolisme de I’heme: mode d’action de I’héeme oxygénase et de la
biliverdine réductase. [31]

La dégradation de I'héme par le «systeme» héme oxygénase (HO) comporte trois étapes
successives d’oxygénation nécessitant un total de sept électrons fournis par le NADPH, par
l'intermédiaire du cytochrome P450 réductase. Une des étapes d’'oxygénation (non représentée sur la
figure) comporte I'hydroxylation du carbone alpha-méso de la porphyrine.

L’alpha-mésohydroxyhéme obtenu réagit avec une nouvelle molécule d’O, qui libére le
monoxyde de carbone (CO) et la verdohéme. La réduction finale qui nécessite un dernier électron,
libére r'ion ferreux (Fe®") et la biliverdine. Cette derniére est réduite immédiatement en bilirubine par la
biliverdine réductase en présence de NADPH.

M: radical méthyl (-CH3); V: radical vinyl (-CH=CH2); P: radical propionyl (-CH2-CH2-COOH).
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HO-1 participe au recyclage du fer a partir de 1’hémoglobine et des
nombreuses hémoprotéines. Le fer libre est dissoci¢ de ’héme par HO-1 sous
ses formes ionisées (Fe®*, Fe*"). Par la réaction de Fenton, ils agissent via
I’anion superoxyde O2" et le peroxyde d’hydrogéne, et produisent le radical
hydroxyl particulierement réactif et délétere. L’irradiation UVA et d’autres
inducteurs de HO-1 comme 1I’hémine augmentent la concentration cellulaire de
ferritine par le biais de cette libération de fer intracellulaire consécutive au
catabolisme de I’héme. L’augmentation du fer favorise la formation des centres
fer-soufre [4Fe-4S] de I'IRP1, (iron regulatory protein), une des protéines
régulatrices du fer. En raison de la modification allostérique induite par le Fer,
IRP1 perd son activité de liaisons a I’IRE (iron responsive element) présent dans
la région 5’non traduite de ’ARNm de plusieurs genes impliqués dans le
métabolisme du fer, notamment la ferritine . C’est la raison pour laquelle la
ferritine qui peut séquestrer jusqu’a 4000 formes redox du fer est considérée
comme un antioxydant tres actif. Chez les souris adultes HO-1- déficientes
(Hmox-/-) la concentration plasmatique en fer est tres basse mais il existe une
surcharge en fer tissulaire hépatique et rénale. Les cellules de ces animaux sont
trés sensibles a la cytotoxicité causée par I’hémine et la mortalité apres injection
d’endotoxine est tres élevée. Le fer s’accumule dans les fibroblastes induisant
des lésions apoptotiques. Des symptdmes identiques, associant anémie
hémolytique, hémolyse intravasculaire et dépots de fer dans le foie et les reins
ont été observés chez I’homme dépourvu de HO-1. [31]
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3-9)- Mégaline-Cubiline.

La cubiline est une protéine de 460 kDa sans domaine transmembranaire
capable de se lier a la vitamine B12 dans [Dintestin, 1’ApoAl, I’HDL et
I’albumine dans le rein et le sac vitellin. Elle a également pour ligand la
transferrine et I’hémoglobine dans le rein (Tableau III). L affinité de Ia cubiline
est la méme pour 1’apo et I’holoTf. La cubiline interagit avec la mégaline qui
peut, elle aussi, se lier a d’autres molécules (Tableau III). La mégaline, par son
domaine transmembranaire, permet I’ancrage a la membrane du complexe

mégaline-cubiline-ligand puis son internalisation. [32, 33]

Tableau 111 : Principaux ligands de la cubiline et de la mégaline. [32]

CUBILINE MEGALINE

Transporteurs sériques

Facteur intrinseque gastrique/vitamine By, Retinol binding protein/vitamine A
Transferrine/Fer Transcobalamine II/vitamine B,

DBP (vitamin D-binding protein)/vitamine D DBP/vitamine D

Lipoprotéines

Apolipoprotéine Al (ApoAl) et HDL (high density lipoprotein) Apo B, Apo €, Apo )

Autres protéines

Albumine Albumine

Receptor associated protein Receptor associated protein

Chaines légeres des immunoglobulines Chaines légeres des immunoglobulines
Hémoglobine Heémoglobine

Clara cell secretory protein

Médicaments ou toxines

Aminoglycosides Aminoglycosides
Trichosantine

Alors que la présence de la mégaline est détectee dans plusieurs cellules
¢épithéliales, la cubiline est retrouvée dans un nombre plus restreint d’organes
(intestin gréle, sac vitellin, cytotrophoblaste, tubule proximal du rein). Ce

complexe serait responsable de la clairance de I’hémoglobine libre du sang vers
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le rein lors d’une hémolyse. Le complexe mégaline-cubiline est retrouvé a la
surface apicale du tubule proximal dans le rein. Des souris KO mégaline
présentent une accumulation de la Tf liée a la cubiline a la surface apicale des
tubules rénaux. Une fois prise en charge par la mégaline-cubiline, la Tf n’est pas

recyclée comme apreés liaison a RTf mais dégradée dans les lysosomes. [32, 33]

3-10)- IRP1 et IRP2 (Iron Regulatory Protein).

Les IRP, sont des protéines cytosoliques de la famille des isomérases a

centres fer-soufre (Frishman et Hentze 1996).

Une premiére IRP (IRP1) a été caractérisé en 1988 (Leibold et Munro
1988), puis, rapidement, un second representant (IRP2) a eté identifié (Cairo
et Pietrangelo 1994, Guo et coll. 1994, Samaniego et coll. 1994).

La protéine IRP1 est une protéine de 889 acides aminés, qui est
présente dans la plupart des tissus. Cette protéine présente la caractéristique
de pouvoir assembler un agrégat de type [4Fe-4S] (Haile et coll. 1992). Sous
cette forme, et grace a la conservation de divers résidus par rapport a l'aconitase
mitochondriale, la protéine présente une activité enzymatique similaire de
transformation du citrate en isocitrate. Sous cette forme la protéine est

communément dénommeée aconitase cytosolique.

IRP2 est une protéine de 955 acides amines, qui contrairement a IRP
se trouve en général en faibles quantités dans les tissus. La différence
majeure avec IRP1 concerne une insertion de 73 acides aminés, située dans la
partie N-terminale. Contrairement a IRP1, il n'a pas eté possible de montrer que

cette protéine peut assembler un centre fer-soufre, bien que les cystéines
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ligands de ce centre soient présentes. Ainsi, la protéine IRP2 ne présente

pas d'activité aconitase. [34]

Les «lron Regulatory Proteins» contrdlent I'homéostasie du fer en
modulant I'expression de la ferritine et du récepteur de la transferrine. Cette
régulation s'effectue par une interaction des IRPs avec un ou (plusieurs)
élément(s) de réponse au fer nommé(s) IRE (iron responsive element) localisé(s)
dans les régions non traduites en 5" de I'ARNmM de la ferritine et en 3' de I'ARNmM
du récepteur de la transferrine. (voir Régulation du métabolisme du fer. systeme
IRP/IRE).

3-11)- HFE

Elle ne fait partie ni des transporteurs ni des récepteurs. La molécule HFE
est une glycoprotéine du complexe majeur d’histocompatibilité (MHC) classel-
like liée a la B2-microglobuline avec laquelle elle forme un hétérodimeére. Elle
est mutée dans I’hémochromatose idiopathique familiale classique
(hémochromatose HFE). L’ARNm et la protéine ont été detectés initialement
dans le cytoplasme des cellules cryptiques des villosités mais sont, en fait,
ubiquitaires. Des travaux récents ont montré que I’expression de la molécule
HFE est au plus haut niveau dans I’hépatocyte et que le taux d’ARNm est 10
fois plus important dans 1’hépatocyte que dans les cellules de Kupffer. D’une
facon générale, la molécule HFE se lie & TfR1. Le site de liaison de HFE sur
TfR1 recouvre celui de Tf. Il existerait donc une compétition entre HFE et Tf
pour la liaison a TfR1. Cependant, Tf a une plus grande affinité pour TfR1 que
HFE, diFe-Tf I’emportant par ailleurs sur monoFe-Tf.
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Le role du complexe HFE-TfR1 au niveau intestinal serait tres différent. Il
ne peut étre étudié qu’en présence de PB2-microglobuline. En présence de
B2-microglobuline, HFE augmenterait, au niveau intestinal, la captation de
Tf-Fe par TfR1. Chez la souris HFE knock-out, on note une diminution de la
captation de Tf-Fe par le duodénum. Cet effet n’est pas constaté au niveau du
foie et du rein. Les souris PB2-microglobuline knock-out développent une
surcharge en fer analogue a celle des souris HFE knock-out. En présence d’une
proteine HFE mutée, la captation de Tf-Fe par les cellules cryptiques serait
diminuée et, malgré I’existence d’une surcharge en fer déja constituée dans
I’organisme, les cellules villositaires matures se comporteraient comme celles

d’une carence en fer.

La protéine HFE est exprimée a la surface des macrophages et des
monocytes et est nécessaire, directement ou indirectement, a la continence
martiale macrophagique, ce qui explique les constatations histochimiques
anciennes de la relative pauvretté en fer des macrophages dans
I’hémochromatose HFE de I’homme. Les études isotopiques de Fillet et al.
avaient bien montré, chez les sujets atteints d’hémochromatose idiopathique,
une incontinence des macrophages pour le fer provenant de 1’érythroclasie;
incontinence totale a un stade précoce de la maladie, relative ensuite, suivie a un
stade tardif d’une séquestration du fer, sans doute sous forme d’hémosidérine
contenant un fer peu mobilisable et correspondant vraisemblablement a I’aspect
des «macrophages tatoues» observé dans les villositeés et dans les monocytes,

forme circulante des macrophages. [12, 35, 36]
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3-12)- Hémojuvéline (HJV).

L’hémojuvéline (HJV) est une protéine qui joue un role majeur dans le
contrle de 1’expression de I’hepcidine et donc dans le maintien de
I’homéostasie du fer par 'impact que 1’hepcidine exerce sur le contrdle de la
biodisponibilité plasmatique du fer. [37] (Voir Partie 2 : hepcidine : hormone clé

du métabolisme du fer « la régulation de I’hepcidine »).

4)- Regulation du métabolisme du fer.

Le fer est un véritable paradoxe, é¢tant d’une part indispensable a notre
organisme et pouvant de 1’autre lui étre nocif. Il s’agit donc d’empécher aussi
bien un «trop peu» qu’un «trop» de fer. Il n’existe au sens strict pas de
métabolisme du fer qui en assure le bon équilibre. Une surcharge en fer ne peut
de méme pas étre corrigée par une élimination naturelle plus importante.
L’homéostasie du fer repose bien plutdét sur un contrdle trés précis de sa
résorption intestinale, de son exploitation pour 1’érythropoiése, de son recyclage
a partir des érythrocytes et de ses réserves dans les hépatocytes et macrophages.
L’anémie ferriprive, 1’hémochromatose et 1’anémie secondaire sont des
exemples d’une perturbation de 1’équilibre ou de I’exploitation du fer. La
découverte de plusieurs facteurs clés (dont surtout I’hepcidine et la ferroportine)
et de mécanismes régulateurs inconnus jusqu’ici a trés nettement élargi tout
récemment notre comprehension du voyage hypercomplexe et delicat du fer

dans notre organisme, méme s’il reste encore quelques points a eclaircir. [14]
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4-1)- Régulation systémique :
4-1-1)- Modeéle de la crypte (figure 11)

C’est la présence conjointe de HFE et RTfl au niveau des cellules de la
crypte de Dl’intestin qui a permis 1’¢laboration, il y a plusieurs années, d’un
modele de régulation de 1’absorption intestinale de fer dit «modéle de la crypte»
qui repose sur une programmation des cellules de la crypte en fonction des
signaux régulateurs (érythroides et réserves) (figurel1). C’est en migrant le long
de I’axe crypto-villositaire que les cellules de la crypte se différencient et
acquierent leurs propriétés d’absorption. Les entérocytes matures, en fonction de
la quantité de fer captée par les cellules de la crypte via HFE et RTf1, sont
programmées a produire plus ou moins de protéines responsables de 1’absorption
de fer. En résulte une absorption du fer adaptée aux besoins. Dans ce modeéle,
lorsque HFE est muté, la protéine n’est plus adressée a la membrane et la
captation de I’holotransferrine au niveau de la crypte est diminuée. Les cellules
se retrouvent alors en situation de privation artificielle en fer (malgré les
réserves abondantes de I’organisme), entrainant une augmentation des acteurs de
I’absorption intestinale du fer et donc I’hyperabsorption qui caractérise cette

maladie.

Ce modele, bien que séduisant, s’est vite trouvé confronté aux premieres
données expérimentales de la littérature étudiant le réle de HFE dans des
cellules en culture et montrant que HFE surexprimée diminuait en fait 1’entrée
de fer (par compétition avec I’holotransferrine pour la fixation a RTf1), et que,
par conséquent, HFE muté entrainait une surcharge en fer de la cellule (et non
un état de déficit, comme précedemment). De plus, plusieurs auteurs ont montré

que les entérocytes de patients hémochromatosiques (ou du modele murin de
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I’hémochromatose obtenu par knock-out du gene Hfe, souris Hfe-/-) ne
présentaient pas les caractéristiques de cellules carencées en fer. Enfin, notons
que le modele de la crypte n’envisage qu’une régulation a long terme de
I’absorption intestinale de fer (compte tenu qu’il faut plusieurs jours a un

entérocyte de la crypte pour devenir mature) et que dans certaines situations

physiopathologiques, la régulation de 1’absorption se met en place trés
rapidement. [6, 12, 25]

Absorption e DMT Ferroportine
Villosité i
Deyth sphaestine
7 U IR
¢
Crypte [ Différenciation
* Régulateur ¢ i ﬂ
des réserves [l AU \
* Régulateur
érythroide

Figure 11. Régulation de [’absorption intestinale du fer «modéle de la
crypte » [6].

La protéine HFE exprimée par les cellules de la crypte sert de senseur aux 2 signaux régulateurs,
le régulateur des réserves et le régulateur érythroide. Les cellules de la crypte se différencient alors

en entérocytes programmeés a absorber plus ou moins de fer en fonction des besoins en régulant les
taux de Dcytb, DMT1, ferroportine et héphaestine.
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4-1-2)- Modéle de régulation via I’hepcidine (figure 12)

L’hepcidine est synthétisée par le foie, déversée dans la circulation
sanguine, et agit a distance sur I’intestin, en inhibant 1’absorption intestinale du
fer alimentaire, et sur les macrophages en inhibant le recyclage du fer provenant
du catabolisme de I’hémoglobine. Lorsque le fer alimentaire est en exces,
I’hepcidine augmente pour limiter les exces de fer et, dans un modele dépourvu
d’hepcidine, I’absence de ce régulateur négatif provoque une hyperabsorption du
métal et un recyclage accru du fer des macrophages, conduisant a
I’accumulation du métal dans les parenchymes avec une atteinte principalement

hépatique.

Suite a la mise en évidence du réle de 1I’hepcidine dans le métabolisme du
fer, de nombreuses équipes ont cherché a identifier son récepteur. C’est chose
faite depuis 2004 : il s’agit de la ferroportine, exporteur du fer présent a la
surface des cellules spécialisées, les entérocytes et les macrophages. L hepcidine
inhibe la sortie du fer cellulaire en interagissant a la surface des cellules avec cet
exporteur entrainant son internalisation puis sa dégradation dans le lysosome. Ce
mécanisme d’action de I’hepcidine sur la ferroportine a aujourd’hui été confirmé
ex vivo dans des cellules macrophagiques par d’autres équipes. In vivo, il a pu
étre montré que les situations de déficit en hepcidine sont associées a une
augmentation de la ferroportine dans le duodenum et les macrophages

spléniques.

Si ’action de I’hepcidine est aujourd’hui bien démontrée sur la ferroportine

macrophagique, la possibilit¢ d’autres modes d’action de I’hormone n’est pas
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totalement exclue. [38] (Voir Partie 2 : L’Hepcidine : hormone clé du

métabolisme du fer)
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Figure 12.Modéle de régulation via I’hepcidine. [6]

Les signaux régulateurs seraient intégrés au niveau du foie par HFE, RTf2 et/ ou HJV pour
commander la synthese de I'hepcidine. Celle-ci déversée dans le sang, agit au niveau du duodénum
sur I'entérocyte et le macrophage (via la ferroportine) pour diminuer I'absorption et le recyclage du fer,
respectivement entrainant une diminution du fer plasmatique.

4-2)- Systeme IRP/IRE : Le controdle de I’homéostasie cellulaire du fer

Les mécanismes impliqués dans le contréle du métabolisme cellulaire du
fer sont certainement encore imparfaitement connus. Cependant, un mécanisme
majeur permettant de protéger la cellule a été mis en évidence. Il s’agit du
systeme IRE/IRP « Iron responsive element/Iron regulatory protein». L’IRE est

une séquence nucléotidique qui possede une structure en tige-boucle localisée en
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région 5> ou 3’ non traduite sur certains ARN messagers (ARNm). Les IRP
(1 et 2) sont des protéines qui peuvent interagir avec les structures IRE. Les
ARN de la ferritine et du récepteur de la transferrine 1 possédent tous deux ce
type de structure : I’ARN de la ferritine posséde un IRE en région 5’ alors que

celui du récepteur de la transferrine 1 en posséde plusieurs en région 3’.

En situation de carence en fer dans la cellule, les IRPs interagissent avec

les boucles IRE ce qui :

e Pour I’ARNm de la ferritine empéche la fixation du complexe permettant la
traduction et limite donc la synthese de ferritine.

e Pour le récepteur 1 de la transferrine limite la dégradation de I’ARNm du
récepteur de la transferrine et favorise la synthése du récepteur. L’entrée
du fer est donc facilitée dans la cellule pour permettre les activités
biologiques, alors que la synthese de ferritine est limitée puisqu’il n’y a
aucune nécessité d’orienter le fer vers le compartiment de stockage du fer

cellulaire.

En situation d’excés de fer dans la cellule, 1’interaction des IRPs avec les

IRE ne se produit plus, ce qui a pour conséquence :

e Pour ’ARNm de la ferritine de favoriser la fixation du complexe
permettant la traduction de I’ARNm et donc la synthese de ferritine,

e Pour le recepteur 1 de la transferrine de favoriser la dégradation de
I’ARNm du récepteur de la transferrine et ainsi de limiter la synthese du

récepteur.
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L’entrée du fer dans la cellule est donc limitée pour éviter toute majoration
du fer cellulaire, alors que la synthese de ferritine permet d’orienter le fer vers le
compartiment de stockage. Le pool labile, dont I’augmentation est toxique pour

la cellule, est donc controlé.

Il faut noter que I’entrée du fer non li¢ a la transferrine n’est pas controlée
par ce systeme, ce qui explique que les cellules possédant 1’équipement
moléculaire pour le capter puissent continuer a se surcharger. Le fer entré dans
la cellule peut toutefois étre stocké, la régulation sur le niveau d’expression de la

ferritine persistant. [1]

48



" P
\/

1Fer\ LlFer\

lmw IRP x o lmmm

A bcept AN récepteus
Q l / Q."l“ | j

Figure 13. Representation schématique de l'impact de la modulation du statut
cellulaire en fer sur [’expression du récepteur de la transferrine et sur celle de

la ferritine. [1]

En (A) : excés cellulaire de fer entrainant une baisse de l'activité IRP ce qui limite I'expression
du récepteur de la transferrine 1 et donc I'entrée du fer alors que cela favorise I'expression de la
protéine de stockage cellulaire du fer, la ferritine.

En (B) : déficience cellulaire en fer favorisant I'activité des IRPs ce qui : i) stabilise 'ARN
messager du récepteur de la transferrine permettant la traduction de la protéine, I'expression du
récepteur sur la membrane cellulaire et I'entrée du fer ; ii) limite la traduction de 'ARNm de la ferritine
qui n'est pas nécessaire, le contenu cellulaire en fer étant bas.

49




- Interactions des IRPs avec les IRE des
smu::eflel:nlme ln;;;;::: 2 ARNm de la ferritine et du récepteur 1 de la transferrine | Effets biologiques
|
|
|
| - Traduction de I'ARNm
| de la ferritine.
g T [ 1 3 | - Augmentation du
: stockage du fer.

ABNm ferritine

|
|
- Fragilité de I'ARNm.
5 [ ] 3 | - Limitation de la

| traduction de I'ARNm et
ARNm récepteur 1 de la transferrine | donc de Fentrée du fer

|
|
!
|
|
[
|
|
|
|
|
|
|
|
|
| | dans la cellule.
| |
i
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
[
|
|
[
|

~ Limitation de la
traduction de I'ARNm de
la ferritine.

- Diminution de la
capacité de stockage du
fer.

5 1 | 1 ¥
ARNm ferritine

{
I
|
I
|
|
|
|
|
|
I

- Stabilité de 'ARNm.
[ l I | - Augmentation de la
5 [ | 3 | traduction de I'ARNm et

ARNm récepteur 1 de la transferrine | donc de I'entrée du fer
| dans la cellule,

!

A N U S PR PR S PSS PR P IS P PSS M S SIS S S I ——— S p—

Figure 14. Représentation schématique de l'impact de la modulation, par le
statut cellulaire en fer, de l’interaction entre les IRPs et les IRE localisés
respectivement sur les zones localisées dans les régions 5’ et 3°, non codantes

des ARNm de la ferritine et du récepteur 1 de la transferrine. [1]
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5)- Outils diagnostiques des pathologies du métabolisme du fer.

Les pathologies du métabolisme du fer sont fréquentes. Elles recouvrent
des situations de carences en fer, réelles ou relatives, ou bien de surcharges en
fer, systémiques ou localisées. La suspicion d’une pathologie du métabolisme du
fer peut étre évoquée devant des manifestations cliniques de ses complications,
ou bien découler de la réalisation d’un bilan biologique systématique. Pour
parvenir au diagnostic, le clinicien pourra utiliser des outils biologiques
(biochimique, hématologique, histopathologique, génétique) et d’imagerie. Dans
tous les cas, le dosage dans le sérum de la ferritine et du couple fer/saturation de
la transferrine est la premiere étape clé. C’est la combinaison des différents

¢léments disponibles qui permettra d’affiner le diagnostic (Tableau 1V). [5]
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Tableau 1V : Outils disponibles pour le clinicien dans le cadre du diagnostic

d’une pathologie du métabolisme du fer. [5]

Secteur étudié

Examens

Biodisponibilité plasmatique

Stock en fer de I'organisme

Besoins en fer de I'organisme

Autres examens

Fer sérique
Saturation de la transferrine
Unsaturated iron binding capacity

Ferritine sérique
IRM (foie et rate)
Quantification du fer soustrait (rétrospectif)
Biopsie hépatique
Quantificationbiochimique
Histologie (coloration de Perls)
Moélle osseuse : cytologie (coloration de Perls)

Concentration en hémoglobine
Volume globulaire moyen
Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine
Récepteurs solubles de la transferrine
Zinc proptoporphyrine
Ferritine érythrocytaire

Céruloplasmine Acéruloplasminémie
Activité ferroxidase
Recherche de mutations + tests fonctionnels

Hepcidine plasmatique (intérét a préciser)

Fernonlié a la transferrine (formes toxiques)

5-1)- Absorption intestinale du fer

Il n’existe pas de moyen simple d’exploration de 1’absorption intestinale du

fer. En effet, le seul test disponible est le test cinétique d’absorption du fer

radioactif (*°Fe) dont 1’utilisation est exceptionnelle. Le test qui consistait a

mesurer le fer sérique avant et apres administration orale de fer est abandonné

en raison des variations physiologiques rapides de la concentration du fer

sérique. [39]
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5-2)- Détermination de la biodisponibilité du fer : Fer circulant

Bien que le dosage du fer sérique (ou plasmatique) reste inscrit a la
nomenclature des actes de biologie médicale, sa mesure isolée n’a pas d’intérét.
En effet, la concentration du fer peut varier du simple au double dans une méme
journée en raison de I’existence d’un cycle nycthéméral et de brusques
variations liées aux mouvements du fer dans 1’organisme. Chez I’adulte, les
valeurs usuelles du fer plasmatique varient de 10 a 30 pumol/L, avec des valeurs
plus faibles chez la femme. Il est recommandé de prélever le patient a jeun le
matin afin de limiter la variabilité des résultats liée au cycle nycthéméral. Les
travaux de C. Ricos basés sur la variation biologique par étude statistique de la
bibliographie en vue de fixer des objectifs analytiques montrent que le fer
plasmatique est un parametre a forte variation interindividuelle (26,5 %) et intra-
individuelle (23,2 %) pour lequel I’imprécision et I’erreur totale acceptables sont
elevées (13,3 % et 30,7 %, respectivement). Les normes d’acceptabilité
analytique issues des résultats des évaluations externes de la qualité publiées en
1999 par A. Vassault et le groupe de travail de la Société francaise de biologie
clinique (SFBC) étaient, a une concentration de 20 umol/l, de 5 % pour
I’imprécision et 20 % pour I’erreur totale. La différence cliniquement
significative avec une probabilité de 95 % entre deux mesures du fer chez un
méme individu calculée en utilisant la variation intra-individuelle (23,2 %) et
I’imprécision analytique (5 %) est de £ 65,7 %, ou de £ 64,5 % avec une
imprécision de 2 %. Les variations cliniqguement pertinentes de fer sont donc
tres élevees, expliquant la difficulté d’interprétation des résultats des dosages de
fer et son inutilité comme dosage isolé. Le fer circulant (pool d’échange) est

transporté par la transferrine, dont la demi-vie est de 8 jours. La transferrine est
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un parametre a faible variation interindividuelle (4,3 %) et intra-individuelle
(3 %) pour lequel I'imprécision et D’erreur totale basées sur la variation
biologique sont faibles et difficilement atteignables (1,5 % et 3,8 %,
respectivement). Les normes d’acceptabilité analytique fixées par la SFBC
¢taient, & une concentration de 2 g/L, de 6 % pour I’imprécision et 10,5 % pour
I’erreur totale. La différence cliniguement significative avec une probabilité de
95 % entre deux mesures de la transferrine chez un méme individu calculée en
utilisant la variabilité intra-individuelle (3 %) et I’imprécision analytique (6 %)
est de + 18,6 %, ou de = 11,3 % avec une imprécision de 2,8 %. Une faible
variation de transferrine est donc cliniquement pertinente. L’exploration du fer
circulant s’effectue par le dosage couplé du fer plasmatique et de la transferrine
qui permet le calcul du coefficient de saturation de la transferrine (CST), selon
la formule : CST (%) = {concentration en fer plasmatique (umol/L) / [2/80 000
x 10° x concentration en transferrine (g/L)]} x 100. (CS= fer sérique/CFT ;
CFT= transferrine x 25 ; CS : coefficient de saturation en fer de la transferrine ;
CFT : capacite total de fixation du fer par la transferrine). Le calcul du CST,
remplace la mesure de la capacité totale de fixation qui était utilisée lorsque les
dosages immunologiques de la transferrine n’¢taient pas disponibles. Le CST est
habituellement compris entre 20 et 40 % et son principal intérét est d’orienter
vers une surcharge en fer lorsque sa valeur dépasse 45 %. La diminution du CST
en dessous de 16 % est observée dans les carences en fer a un stade avance. Un
syndrome inflammatoire se traduit aussi par une baisse du CST. Cependant dans
ce cas, la diminution du fer plasmatique n’est pas due a une carence en fer.
[39, 40]
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5-3)- Fer hématopoiétique

Le fer du pool circulant est capté par les cellules hématopoiétiques pour
constituer le pool fonctionnel permettant la synthése de 1’hémoglobine (Hb). Un
récepteur membranaire spécifique de la transferrine permet cette captation. Ce
récepteur est ubiquitaire mais 80 % des recepteurs de la transferrine sont
érythroblastiques. La méthode de référence de diagnostic de la carence martiale
repose sur I’exploration directe du pool hématopoiétique par mise en €évidence
des sidéroblastes médullaires par la coloration de Perls. Ceci impose de réaliser
une ponction sternale qui est un geste invasif rarement pratiqué. Afin de pallier a
cet inconvénient, divers paramétres hématologiques et biochimiques sanguins

ont ¢t¢ développes pour 1’¢tude directe et indirecte du pool fonctionnel de fer.

Les parametres de routine de la numération sanguine (Hb, VGM, TCMH
et indice de distribution des globules rouges) constituent un moyen peu sensible
et non spécifique d’évaluer le pool de fer fonctionnel. De nouveaux parametres
érythrocytaires plus sensibles pour détecter une érythropoiése ferriprive ont été
développés sur les analyseurs de cytologie. L’analyse par cytométrie en flux des
réticulocytes permet la détermination de leur contenu en hémoglobine (CHr) et
détecte précocement une érythropoiese ferriprive (48 h) en étudiant les cellules
déficientes en fer dés qu’elles sont libérées dans la circulation sous forme de
réticulocytes ; les valeurs usuelles s’étendent de 28 a 34 pg. Chez les personnes
saines, le rapport entre CHr et TCMH est > 1. Un manque récent de fer se voit
par l’inversion de ce rapport (< 1). Le pourcentage de globules rouges
hypochromes (% HYPO) défini comme le pourcentage de globules rouges ayant
une concentration en Hb inférieure a 28 g/dL renseigne sur le statut

érythropoiétique au cours des 3 a 4 derniers mois en raison de la durée de vie de
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120 jours des erythrocytes. Les valeurs usuelles du % HYPO chez les sujets
sains varient de 2 a 5 % selon les auteurs. Des valeurs du % HYPO > 5 %
indiquent qu’il existe une érythropoiése ferriprive et des valeurs > 10 % sont

retrouvées en cas d’anémie ferriprive.

La ferrochélatase catalyse I’étape finale de la synthése de 1’héme,
I’incorporation du fer dans la protoporphyrine IX. Si P’apport de fer pour
I’érythropoic¢se est insuffisant, c’est le zinc qui prend sa place dans la
protoporphyrine IX et la protoporphyrine a zinc remplace 1’héme. Une
protoporphyrine a zinc augmentée signale qu’il n’y a pas assez de fer pour la
synthése de I’héme. Elle témoigne ainsi d’une érythropoiése ferriprive, c’est-a-
dire d’un manque de fer fonctionnel. Une fourniture insuffisante de fer pour
I’érythropoiese peut provenir non seulement d’une carence martiale mais aussi
d’un trouble de la distribution du fer ou de situations dysérythropoiétiques
(syndrome myélodysplasique, saturnisme, beta-thalassémie majeure). La
protoporphyrine a zinc peut étre dosée par une méthode fluorométrique simple,

rapide et tres peu onereuse.

Le récepteur soluble de la transferrine (RsTf) est la forme monomerique
circulante du récepteur cellulaire. Sa concentration plasmatique est
proportionnelle a la quantité totale des récepteurs membranaires présents a la
surface des cellules qui dépend quant a elle du nombre de précurseurs
¢rythrocytaires et de I’apport de fer a 1’organisme. La déterminante la plus
importante de la concentration de RsTf est Dactivité érythropoiétique
médullaire. Des concentrations basses se voient dans 1’hypoplasie médullaire,
comme c’est le cas dans I’insuffisance rénale chronique, les anémies aplasiques

ou apres chimiothérapie intensive. Des concentrations tres faibles correspondent
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a une érythropoiese diminuée. Des concentrations augmentées, jusqu’a 20 fois la
norme, se voient dans les situations de stimulation de I’érythropoiese, par
exemple les anémies hémolytiques, les syndromes thalassémiques graves, les
anémies mégaloblastiques et les syndromes myélodysplasiques. Le RsTf n’est
un parametre de ’activité érythropoiétique que lorsque les réserves de fer sont
suffisantes. Si elles sont épuisées et s’il n’y a plus assez de fer disponible pour
I’érythropoiese, 1’expression du récepteur de la transferrine est augmentée, tout
comme la densité des récepteurs sur les précurseurs érythrocytaires. C’est ainsi
que le RsTf augmente proportionnellement aux besoins en fer. L’intérét du RsTf
est que sa concentration n’est pas modifiée par 1’existence d’un syndrome
inflammatoire. L’inconvénient du dosage du RsTf est que, malgré le
développement d’un standard de référence, les réactifs commercialisés ne sont
actuellement pas standardisés et les valeurs usuelles different du simple au
double d’un réactif a I’autre, ce qui impose d’utiliser le méme réactif pour le
suivi d’un patient. De plus, la variation biologique bien qu’encore peu évaluée
semble assez élevée avec une variation interindividuelle de 20,8 % et intra-
individuelle de 13,6 % et doit étre prise en compte dans I’interprétation des
résultats. Le rapport RsTf/Log ferritine permettrait une estimation fiable du fer
corporel et son calcul peut s’avérer utile pour le diagnostic de carence en fer

associee a un syndrome inflammatoire. [39, 40]
5-4)- Détermination du stock en fer : Fer de réserve

Le fer du pool circulant peut étre stocké pour constituer un pool de réserve
intracellulaire, principalement au niveau hépatique. Le fer est stocké au sein de
la ferritine. La mesure directe du fer tissulaire impose de pratiquer une biopsie

hépatique qui trouve principalement son intérét dans 1’exploration des
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surcharges avérées en fer (coloration de Perls des macrophages et fer pondéral).
Il est possible de recourir a I’imagerie (IRM) pour mettre en évidence une
surcharge en fer hépatique ou cardiaque. L’exploration indirecte du pool de
réserve repose sur les dosages de la ferritine sériqgue ou plasmatique, et
erythrocytaire. Chez le sujet sain, la concentration en ferritine plasmatique ou
érythrocytaire est corrélée a la ferritine tissulaire et donc au fer de réserve.
L’augmentation de 1 pg/L de la concentration en ferritine correspond au
stockage de 8 mg de fer. Cette relation n’est plus valable au-dela de 1 000 pg/L
car la ferritine tissulaire s’agrége alors sous forme d’hémosidérine insoluble. La
diminution de la concentration en ferritine plasmatique et/ou érythrocytaire est
pathognomonique de la carence en fer. Une ferritine plasmatique < 15 pg/L est
le reflet de réserves en fer épuisées et une ferritine < 30 pg/L témoigne de
réserves insuffisantes. Une ferritine basse prouve donc que le fer en réserve est
insuffisant, mais pas que 1’érythropoic¢se est concernée, et de ce fait elle ne
permet pas de dire si une anémie est imputable a une carence martiale ou non.
Des augmentations de la concentration de ferritine, indépendantes des reserves
de fer, sont fréquentes et peuvent masquer une carence martiale. Etant une
protéine de la phase aigué, son taux augmente dans les états inflammatoires
aigus et chroniques (pathologies malignes, infections chroniques, maladies
auto-immunes). Une fois les infections aigués guéries, la ferritine peut rester
augmentée jusqu’a 5 semaines, elle est également augmentée dans les
hépatopathies. Dans de telles situations, mais aussi quelques semaines apres
injection intraveineuse de fer, la concentration de ferritine n’a plus aucun
rapport avec les réserves de fer : il peut y avoir une carence martiale malgré un

taux de ferritine normal. La ferritine érythrocytaire serait peu sensible a
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I’inflammation mais son dosage est rarement pratiqué en 1’absence

d’automatisation de la phase de lavage des érythrocytes. [39, 40]

5-5)- Dosage de I’hepcidine.

L’importance de ce peptide dans le contréle du métabolisme du fer a suscité
de grands espoirs quant a son intérét diagnostique. Des difficultés
méthodologiques de dosage ont retardé 1’évaluation de I’'importance de ce
parametre. Des techniques utilisant la spectrométrie de masse ou la
radioimmunologie ou des techniques immunoenzymatiques ont finalement été
proposées. Les études comparatives réalisées entre les différentes méthodes
montrent des corrélations satisfaisantes, en notant [’existence de grandes
variabilités dans les valeurs seuils et les valeurs normales. Cette premiére
constatation rend compte de la difficulté a comparer certaines études publiées.
Un second point crucial est 1’existence, comme pour le fer, de variations
nycthémérales. Enfin, la multiplicité des signaux régulant 1’expression de
I’hepcidine, dont certains s’opposent, explique probablement la fourchette
importante des valeurs normales.

Tous ces éléments font qu’aujourd’hui I’interprétation des résultats reste
délicate et doit tenir compte de I’histoire clinique et des autres parametres du
bilan martial. Les grands schémas sont les suivants: la surcharge en fer et
I’inflammation augmentent I’hepcidine alors que I’hypoxie et I’augmentation de
’activité érythropoiétique la diminuent. Cependant, I’intrication des signaux fait
que, par exemple, chez des patients thalassémiques surchargés en fer, une
hepcidinémie basse est retrouvée (le signal augmentation de 1’érythropoiése

étant dominant par rapport a celui de la surcharge en fer).

Dans le cadre des anémies par carence globale du stock en fer, ’hepcidine
est abaissée. Cependant, lorsque la carence en fer de 1’organisme est relative,

liée a une séquestration du fer dans les macrophages telle qu’observée en
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situation inflammatoire, 1’hépcidinémie est €¢levée. Une situation particulicre est
la mutation du géne TMPRSS6. La conséquence est 1’apparition d’une anémie
réfractaire a la supplémentation orale en fer, du fait d’une hyperexpression de
I’hémojuvéline qui elle-méme est a I’origine d’une hyperhepcidinémie majeure

en I’absence de tout syndrome inflammatoire. [5]

5-6)- Céruloplasmine et activité ferroxidase.

Les dosages de la céruloplasmine et de son activité ferroxidase permettent
d’explorer les surcharges en fer au cours desquelles existe paradoxalement,
conjointement a une hyperferritinémie, un abaissement marqué du fer sérique et
de la saturation de la transferrine. Ils peuvent permettre d’évoquer le diagnostic

d’acéruloplasminémie soit héréditaire soit acquise apres exposition au zinc. [5]

5-7)- Dosage des formes anormales du fer.

Le fer non lié a la transferrine étant potentiellement toxique, de méme que
le fer plasmatique réactif, des méthodes de dosage ont été développées et
permettent de quantifier ces espéces chimiques de fer. Ce type de fer est
particulierement mis en évidence chez des patients présentant de fortes
surcharges en fer avec élévation de la saturation de la transferrine comme lors
des thalassémies ou fer non lié a la transferrine atteint des valeurs de 5 a 10 uM

et au cours des hémochromatoses génétiques (1 a 3uM). [5]

5-8)- Mise en évidence de mutations.

La suspicion d’une maladie génétique doit faire rechercher une mutation sur
le géne en cause. Dans le cadre des surcharges en fer, la recherche de la
mutation, en cause dans 80% des surcharges en fer génetiques (mutation C282Y

du gene HFE), est aisément réalisable en routine dans un laboratoire de biologie
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moléculaire. En revanche, d’autres recherches peuvent nécessiter la mise en
ccuvre du séquencage complet du ou des geénes d’intérét réalis€ dans des
laboratoires spécialisés. Ces analyses sont colteuses et imposent de bien définir

les critéres de décision.

Le séquencage des génes permet d’identifier des variants. Qui sont soit des
mutations délétéres soit des polymorphismes. La confirmation du caractére
pathologique d’un variant méconnu néecessite la réalisation d’enquéte familiale
afin de vérifier la segrégation de la mutation et de la pathologie. De plus, des
études fonctionnelles recherchant 1’impact des mutations sur 1’épissage et/ou

I’adressage et/ou la fonction de la protéine peuvent étre envisagées. [5]
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1)-L’Hepcidine : Découverte, structure, fonction(s) biologique(s)

et mutations.

1-1)- Découverte de I’hepcidine

C’est en 2001 que I’histoire de I’hepcidine a commencé, avec la
purification du peptide par deux laboratoires indépendants qui cherchaient a
identifier de nouveaux peptides antimicrobiens. L hepcidine tient son nom de
son site majeur de production, «hep» pour hépatique, et «idine» de son activité
bactéricide. Si aujourd’hui le role de I’hepcidine dans le métabolisme du fer
n’est plus a démontrer, en revanche la fonction antimicrobienne du peptide ne
semble pas compatible avec les faibles concentrations circulantes du peptide

chez les mammiferes. [41]

Ce peptide a d’abord été purifié chez I’homme, dans le plasma puis dans
’urine. Il correspond en fait a la forme mature de 25 acides aminés résultant du
clivage d’une proforme de 84 acides amines qui est orientée vers la voie de
sécrétion par la présence en son sein d’une séquence de type peptide signal. Son
activité antimicrobienne sur certaines souches bactériennes a été mise en
évidence. Le premier lien entre 1’hepcidine et le métabolisme du fer a été mis en
évidence par Pigeon et al. [42] qui, en utilisant une approche de type hybridation
suppressive soustractive entre foie de souris surchargées en fer ou non, ont
montré une augmentation dose dépendante de 1’expression de I’ARNm codant
I’hepcidine en condition de surcharge en fer. De plus, I’expression hépatique des
ARNm de I’hepcidine, chez des souris présentant une surcharge en fer d’origine
génétique du fait d’un non expression de la béta2-microglobuline était diminuée

si la concentration hépatique en fer de ces souris était relativement abaissée du
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fait d’un régime pauvre en fer. Ainsi ’expression hépatique de 1’hepcidine
apparaissait-elle modulée par la charge en fer. Chez la souris, deux géenes codant
I’hepcidine ont été identifiés alors qu’un seul semble présent chez ’homme.

L’ARNm de I’hepcidine est exprimé principalement dans le foie, au niveau
des hépatocytes, et a un moindre niveau dans le cceur et la moelle épiniére.
L’expression de cet ARNm est aussi majorée par I’exposition aux
lipopolysaccharides qui entraine une réaction de phase aigué comme celle
observée au cours de I’infection ou de I’inflammation. Ces données sont
confortées par celles obtenues chez le poisson montrant une inductibilité de
I’ARNm en situation infectieuse et/ou inflammatoire. Des sites de fixation
putatifs de facteurs de transcription susceptibles de rendre compte de
I’expression hépatique prédominante et de I’induction de I’expression de
I’ARNm en situation de stress oxydatif ou inflammatoire sont suspectés au
niveau du promoteur de I’hepcidine par I’analyse bioinformatique.

Nicolas et al. [43] analysant des souris invalidées pour le gene USF2
(Figurel5A) dans le cadre de recherches sur le métabolisme du glucose ont relié
I’observation d’une couleur anormale de certains organes, dont le pancréas et le
foie, a un phénotype de surcharge en fer comparable a celui observé au cours de
I’hémochromatose génétique. Réalisant une hybridation suppressive soustractive
entre le foie de ces animaux et le foie d’animaux contréles (Figurel5B), ils ont
mis en évidence la modulation de I’expression d’un grand nombre de genes
parmi lesquels I’hepcidine dont ’ARNm était indétectable. La non-expression
du gene de I’hepcidine est consécutive a la manceuvre visant a invalider le géne
USF2 qui est trés proche des geénes de 1’hepcidine. Il ne s’agit donc pas d’un
effet biologique lié a I’extinction d’USF2. Ces résultats, associés a ceux

précédemment décrits, leur ont permis d’émettre 1’hypothése que 1’hepcidine
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pouvait étre un facteur circulant permettant d’une part de réguler 1’absorption
digestive de fer et d’autre part de moduler la rétention de fer dans le secteur
macrophagique. Ainsi, les animaux invalidés pour le gene hepcidine
présenteraient une surcharge en fer par hyperabsorption digestive de fer avec
cependant une fuite macrophagique de fer expliquant que la rate chez ces
animaux ne serait que peu surchargée en fer. Au cours de la réaction
inflammatoire, 1’augmentation de I’expression de I’hepcidine favoriserait la
rétention de fer dans les macrophages et la diminution de I’absorption digestive
de fer, deux phénomeénes favorisant la diminution du fer circulant disponible
pour les cellules. L’hypothése d’un réle de I’hepcidine dans le métabolisme du
fer vient d’étre renforcée par la constatation du développement d’un phénotype
de carence en fer chez des animaux transgéniques hyperexprimant 1'un des
génes de I’hepcidine, ce tableau entrainant le plus souvent la mort rapidement
apres la naissance. Ce phénotype serait di a I’expression anormale du géne
durant la période intra-utérine, I’expression du transgéne étant placée sous la
dépendance du promoteur de la transthyretine est beaucoup plus précoce que
normalement (Figurel6). L’hepcidine jouerait donc aussi un rdle dans le
controle du passage transplacentaire du fer. Finalement Nicolas et al. [44]
soulignent que l’administration de fer injectable aux souriceaux nés vivants
permet de restaurer un phénotype normal. Cependant, comme ils le mentionnent,
il n’y a pas de groupe controle dans cette expérience et rien ne permet de
préjuger de I’évolution spontanée apres la naissance.

L’hypothése du rdle de I’hepcidine dans le contréle du métabolisme
entérocytaire, placentaire et macrophagique du fer est séduisante. Il faut noter
qu’en concordance avec cette hypothése Andrews et al. [45] ont montré, qu’une

diminution de ’ARNm de I’hepcidine était trouvée chez des souris présentant

65



une carence en fer du fait de déficits génétiques dans la captation entérocytaire
de fer, mais aussi, et ce de facon paradoxale chez des souris atransferrinemiques
qui présentent a la fois une anémie par déficit d’incorporation en fer dans les
érythroblastes et une surcharge hépatique en fer majeure. Cette derniére donnée
pourrait faire évoquer un signal d’origine érythroide dans le controle de
I’expression de I’hepcidine. Elle est aussi supportée par 1’observation de cette
équipe qui rapporte une expression anormalement élevée de I’ARNm de
I’hepcidine dans un volumineux adénome hépatique provenant d’un malade,
porteur d’une glycogénose de type la et qui présentait une anémie réfractaire.

Celle-ci a été régressive aprés chirurgie d’exérése de 1’adénome. [46]
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Figure 15. Phénotype des souris Usf2-/- [43]

A. Surcharge en fer des souris Usf2-/-. Photo macroscopique du pancréas de couleur marron
dans les souris Usf2-/- due a I'accumulation du fer. Coloration de Perls (le fer est coloré en
bleu) de coupes de foie et de rate montrant respectivement 'accumulation et la déficience en

fer des deux organes dans les souris Usf2-/-.
B. Northern blot fait sur des ARN de foie de souris contréles ou Usf2-/-. La sonde hepcidine
utilisée reconnait a la fois les transcrits issus des génes Hepcl et Hepc2.
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Figure 16. Phénotype des souris TTR-Hepcl [44]

Aspect des souriceaux a la naissance : on remarque le souriceau transgénique pale. Le frottis sanguin
de ces souris montre une anisocytose, une poikylocytose et une hypochromie des GR des souris
transgéniques.

C’est essentiellement sur la base de ces résultats que [’activité
hyposidérémiante de I’hepcidine a été établie et que 1’hepcidine circulante s’est
vue attribuer le nom d’hormone du fer : I’hepcidine est synthétisée par le foie,
déversé dans la circulation sanguine et agit a distance sur 1’intestin, en inhibant
I’absorption intestinale du fer alimentaire, et sur les macrophages en inhibant le
recyclage du fer provenant du catabolisme de 1’hémoglobine. Lorsque le fer
alimentaire est en exces, I’hepcidine augmente pour limiter les excés de fer et,
dans un modele dépourvu d’hepcidine, 1’absence de ce régulateur négatif
provoque une hyperabsorption du métal et un recyclage accru du fer des
macrophages, conduisant a I’accumulation du métal dans les parenchymes avec

une atteinte principalement hépatique. [41]
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1-2)- Du (des) gene(s) a la protéine hepcidine.

Le gene hepcidine humain (appelé HAMP) est formé de 3 exons codant
pour une pré-pro-protéine de 84 acides aminés comportant : le peptide signal de
22 acides aminés, une prorégion et le peptide mature de 25 acides aminés
purifié dans le sang et les urines de volontaires sains (Figure 17B).

Alors qu’un seul géne code pour I’hepcidine chez I’homme et chez le rat, il
existe deux genes chez la souris, Hepcl et Hepc2, probablement issus d’une
duplication. Les peptides matures issus des genes Hepcl et Hepc2 ne possedent
que 68 % d’identité et présentent trés vraisemblablement des fonctions
différentes non redondantes. Ainsi, dans les souris KO Hepcl, Hepc2 n’est pas
capable d’inhiber 1’absorption intestinale de fer et des souris transgéniques
Hepc2, contrairement aux souris transgéniques Hepcl, ne sont pas anémiques et
ne présentent pas de perturbation du métabolisme du fer.

Le peptide natif de 25 acides aminés a une structure trés particuliere ; il
contient 8 cystéines impliquées dans 4 ponts disulfures dont un formé par deux
cystéines adjacentes (Figure 17A). Au cours de 1’évolution, ces cystéines ont été
trés conservees ; elles sont retrouvees dans toutes les especes décrites, y compris
chez les poissons (Figure 18). La structure tridimensionnelle de I’hepcidine
présentée par 1’équipe de T. Ganz [47] a été remise en question par Farnaud et
al. [48] qui propose une structure plus flexible du peptide, sans feuillets béta,
mais uniquement une structure de type boucle. L’étude d’hepcidines
synthétiques mutées a permis d’établir que, de fagon surprenante, alors qu’ils ne
sont pas conservés parmi les espéces, ce sont les 5 acides aminés N-terminaux

qui sont essentiels pour I’activité de 1’hepcidine. [41]
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MALS SQWAACLLLLLLLASL-§GSVFPQQTGQLAELQP QDRAGARA SWMPMFQRRR REDTHFPICIFCCGCCHRS &CGMCC KT

Site de clivage
de type furine

Figure 17. Structure tridimensionnelle et séquence de la protéine hepcidine
humaine

A. Structure tridimensionnelle prédictive de I'hepcidine mature. Les ponts disulfure sont indiqués en
jaune, les acides aminés basiques en bleus, les acides en rouge, et les feuillets 3 par des fleches

roses. [47]

B. Séquence protéique de I'hepcidine. Les acides aminés les plus conservés sont en noir, les moins
conservés en bleu. Les huit cystéines sont en rouge. Le cadre jaune délimite le peptide signal. Les

acides aminés formant un site de clivage de type furine sont soulignés. [49]
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DTHFPICTFCCGCCHR-SKCGMCCET
DTHFPICIFCCGCCRE-AICGMCCET
DTHFPICIFCCGCCKT-PRCGLCCKT
DINFPICLFCCECCEN-88CGLCCIT
DINFPICIFCCKCCNN-8QCGICCET
DINFPICRFCCQCCNK-PSCGICCEE

HSHLSICVHCCNCCEY-KGCGECCLT
HSHLSICIHCCNCCERP-KGCGKCCLT

QSHLSLCRYCCNCCEN-KGCGFCCRE
QSHLSLCRFCCRCCRN-KGCGYCCER
QSHLSLCRWCCNCCHN-KGCGFCCEER
QSHLSLCRYCCTCCEN-KGCGFCCRE
QSHLSLCRWCCNCCHN-KGCGFCCEER
QSHLSLCRWCCNCCHN-KGCGFCCRF
QSHLEMCRWCCNCCTANKGCGFCCRE
QSHISMCTMCCNCCENYKGCGFCCRF
QSHISMCYYCCNCCRANKGCGYCCEFR
HSEPGECRICCNCCPNMBGCGVCCRE

-GFKCKFCCGCCRPG-VCGLCCRE
-GIKCKFCCGCCTPG-VCGVCCRE
-GFKCKFCCGCCRAG-VCGLCCKF
-GIKCRFCCGCCTPG-ICGVCCRE
-ATKCKFCCGCCTPG-VCGVCCRE
SPRRCRFCCHMCCPRMVGCGTCCEFR
SPAGCRFCCGCCPRMRGCGVCCEF

Human BCOZ0612

Pig AF516143

Dog NM0O1007140

Rat NM053469

Mouse (hepel) BCO21587
Mouse (hepcl) AY232841

Western clawed frog DN020182
African clawed frog CE199150

Channel catfish DQ062122
Zebrafish NM205583

Salmon BQO36900

Killifish CN990077

Rainbow trout BXBRE4LTE
Rainbow smelt CX351105
Five-ray yellowtail AU312565
Medaka AU178566

Gilthead seabream CB177060
Hybrid striped bass AF194246

Atlantic halibut CF931737
Long-jawed mudsucker AW7B83B97
Winter [lounder AW013287
Tilapia AY725227

Japanese sea bass AYHGE4813
Takifugu SINFRUG00000156845
Tetracdon CRE44058

Figure 18. Séquence de [’hepcidine mature de différentes especes [50]

Les hepcidines sont regroupées par mammiféres, amphibiens et poissons. Les poissons sont
divisés en deux groupes selon leur degré de similarité dans la séquence peptidique hepcidine.
Les cystéines conservées dans toutes les especes sont surlignées en jaune. Les fleches indiquent les
sites de clivage putatifs. Le nom des espéces est indiqué a droite avec le numéro de IEST
correspondant (pour I'hepcidine de Takifugu, il s’agit du numéro d’accés de la base de données
Ensembl). En gras figurent les résidus qui ne sont pas conservés dans un méme groupe.
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1-3)- Mode d’action de I’hepcidine : Interaction avec la ferroportine

Suite a la mise en évidence du role de ’hepcidine dans le métabolisme du
fer, de nombreuses équipes ont cherché a identifier son récepteur. C’est chose
faite depuis 2004. [41]

Le phénotype des souris sans hepcidine et des souris surexprimant
I’hepcidine ont amené a émettre 1’hypothese d’une action de 1’hepcidine au
niveau intestinal et au niveau du relargage du fer par les macrophages. Les
cibles potentielles de I’hepcidine restent néanmoins a déterminer. L’étude de
situations ou 1’hepcidine est augmentée ou diminuée par différents traitements
chez la souris (inflammation, régime riche en fer, anémie hémolytique, régime
pauvre en fer) a permis a plusieurs équipes d’analyser I’expression des différents
acteurs de D’absorption intestinale de fer. Les résultats sont trés disparates,
certaines €tudes tendant & montrer que I’hepcidine agirait seulement au niveau
apical ou basolatéral de 1’entérocyte, d’autres que I’hepcidine agirait aux deux
niveaux, a la fois sur Dcyth, DMT1 et la ferroportine. Ces divergences peuvent
étre imputées au traitement utilisé pour faire varier I’hepcidine. En effet, celui-cCi
pourrait agir directement sur les différents acteurs étudiés et masquer 1’effet
spécifique de I’hepcidine.

Des études utilisant de I’hepcidine synthétique ou recombinante, donnent
également des résultats divergents, posant la question de la qualité de
I’hepcidine utilisée dans ces études. Ainsi, Yeh et al. [51] ont injecté de
I’hepcidine recombinante et ont observé une diminution du messager de la
ferroportine au pole basolatéral. A I’inverse, une étude de Laftah et al. [52]
utilisant de I’hepcidine synthétique a montré une diminution uniquement du

transport apical de fer sans modification du transport basolatéral de I’entérocyte.
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Enfin, des études réalisées dans un modéle in vitro surexprimant la
ferroportine apportent des données tres convaincantes quant au role de la
ferroportine comme cible de 1’hepcidine. [6]

La ferroportine, le seul exportateur de fer connu est présent a la surface des
entérocytes, des macrophages et des hépatocytes. Il était donc possible que
I’hepcidine puisse se lier a la ferroportine de maniére a limiter I’incorporation de
fer. Pour répondre a cette question, Nemeth et al. [53] ont généré en 2004 une
lignée cellulaire stable exprimant la ferroportine murine fusionnée dans sa partie
C-terminale a la GFP sous le contréle d’un promoteur inductible. Ils ont montré
que la forme mature de 1’hepcidine lie in vitro la ferroportine dans des cultures
de tissus et induit non seulement son internalisation dans les vésicules de
clathrine mais aussi la dégradation de la ferroportine dans les lysosomes
(Figure 19). [41, 53]
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hepcidin

+hepcidin

Figure 19. Internalisation et dégradation de la ferroportine-GFP par
[’hepcidine. [53]

Induction de I'expression du transgéne ferroportine-GFP par la ponastérone dans des lignées stables
HEK?293. Les cellules sont incubées pendant 6 h en absence (-hepcidin) ou en présence (+hepcidin)
de 0,5 uM d’hepcidine humaine purifiée. A gauche, images en contraste de phase, & droite,
fluorescence de la GFP couplée a la ferroportine.

Les 5 acides aminés N terminaux de I’hepcidine sont absolument requis
pour la fixation a la ferroportine. La ferroportine posséde un domaine de liaison
a I’hepcidine (HBD pour « hepcidin Binding domain ») constitué¢ d’une boucle
extracellulaire adjacente a la boucle intracellulaire. Ce domaine permet a
I’hepcidine d’interagir avec la ferroportine a la surface membranaire.
L’interaction avec 1’hepcidine induit la phosphorylation de deux tyrosines
adjacentes situées dans la partie intracellulaire de la ferroportine. La
phosphorylation est indispensable a 1’internalisation de la molécule. Une fois
internalisée dans 1’endosome, la ferroportine est déphosphorylée puis

ubiquitinylée et dégradée dans 1’endosome tardif. Le mécanisme impliqué dans
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la phosphorylation des tyrosines a ¢été établi. La liaison de I’hepcidine a la
ferroportine induit la fixation et 1’activation de la protéine kinase Jak2 (Janus
kinase 2) qui va alors assurer la phosphorylation des deux tyrosines
intracellulaires. Cependant, la ferroportine est présente a la surface cellulaire
sous forme de dimere et chaque monomeére doit interagir avec I’hepcidine pour
que Jak2 puisse se fixer a la ferroportine suggérant que les deux HBD doivent
étre fonctionnels. [23, 54, 55]

L’obtention d’hepcidine synthétique par le groupe de T. Ganz [47] a permis
de démontrer directement le r6le hyposidérémiant de I’hormone in vivo. Injectée
aux souris, I’hepcidine provoque en quelques heures une diminution du fer
sérique. Lorsque I’hepcidine injectée est radiomarquée, la radioactivité se
retrouve, 1 heure apres injection, principalement dans la rate et le duodénum, les
deux organes exprimant le plus fortement la ferroportine, mais également au
niveau du foie, les macrophages hépatiques exprimant également des quantités

importantes de ferroportine (Figure 20). [41, 56]
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Figure 20. Axe fonctionnel hepcidine-ferroportine dans le contréle du fer

circulant et conséquences de sa dérégulation [41]

L’hepcidine est une hormone qui régule le taux de fer circulant via I'exporteur de fer, la ferroportine,
présent a la membrane de l'entérocyte (site d’absorption du fer alimentaire) et au niveau des
macrophages (site de recyclage du fer héminique). En situation de surcharge en fer (A), par des
mécanismes non encore élucidés mais faisant probablement intervenir les protéines
hémochromatosiques hémojuvéline (HJV), récepteur transferrine 2 (RTf2) et HFE, I'expression
hépatique du géne de I'hepcidine et les taux circulants de I'hormone sont augmentés, la ferroportine
est dégradée conduisant a une hyposidérémie. La diminution du taux de fer circulant pourra conduire
a une boucle de rétrocontréle par inhibition de I'hepcidine permettant un retour a 'homéostasie
sérigue. De méme, en situation d’infection/inflammation (B), les taux d’hepcidine sont
considérablement augmentés, conduisant & une hypoabsorption intestinale du fer et une rétention du
fer macrophagique, et donc a une hyposidérémie. Si I'infection/inflammation perdure, I'expression du
géne hepcidine continuera d’étre activée (activation dominante sur les signaux de réserves),
conduisant a une anémie chronique inflammatoire. En situation de déficit en fer et d’anémie (C),
I'expression de I'hepcidine est diminuée permettant la stabilisation de la ferroportine et donc un apport
de fer accru pour faire face aux demandes de I'organisme. Enfin, dans les cas d’hémochromatoses
héréditaires (D), la mutation des protéines HJV, RTf2 et HFE, ainsi que la mutation du géne hepcidine
lui-méme, conduit & une absence compléte (mutations HJV et hepcidine) ou a une forte diminution
des taux d’hepcidine (mutations HFE et RTf2). La encore, la ferroportine stabilisée va conduire a un
export accru de fer et a 'accumulation massive et précoce (mutations HJV et hepcidine) ou modérée
(mutations HFE et RTf2) du métal dans les organes (puisque celui-ci n'est pas utilisé par
I'érythropoiése).

76



1-4)- Site d’expression de I’hepcidine.

L’hepcidine s’exprime a un niveau trés élevé dans le foie (Figure 21),
principalement dans les hépatocytes. D’autres sites d’expression plus faible ont
¢té détectés, notamment le cceur, I’estomac, le cerveau, les poumons et le
pancréas. La présence d’ARNm ainsi que la détection de la protéine hepcidine
dans le rein ont été rapportées mais ce site d’expression de I’hepcidine reste a
confirmer et le role de I’hormone dans ce tissu reste a ce jour inconnu. L’ARNm
d’hepcidine a été retrouvé aussi dans des macrophages activés (macrophages
spléniques, macrophages dérivés de monocytes et macrophages pulmonaires).
Cette induction de I’hepcidine dans les macrophages activés serait dépendante
du récepteur Toll-like 4 (TLR4). Cette expression macrophagique de 1’hepcidine
est trés intéressante et suggere que 1’hepcidine produite (si toutefois elle est bien
sécrétée, ce qui reste a démontrer) pourrait jouer un role primordial pour réguler
les concentrations locales de fer a des sites précis de I’inflammation, 1a ou les
macrophages sont recrutés. De méme, 1’hepcidine macrophagique pourrait
intervenir dans le développement des tumeurs, macrophages et fer étant des
partenaires incontournables de la progression tumorale. Enfin, Bekri et al. [57]
viennent de montrer que le tissu adipeux de patients obeses présents des taux
¢levés d’hepcidine (non seulement dans les macrophages mais aussi dans les
adipocytes) en comparaison au tissu adipeux d’individus non obeses. Les
auteurs proposent que I’augmentation de la synthése d’hepcidine soit due aux
stimuli inflammatoires associés au syndrome d’obésité et suggerent que la
production non régulée d’hepcidine par le tissu adipeux pourrait contribuer a

I’hyposidérémie qui est observée chez 70 % des patients obéses. [38, 41, 58]
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Figure 21. Site d expression de [’hepcidine. [58].

1-5)- Production et détection de I’hepcidine.

La structure tridimensionnelle du peptide et son état d’oxydation rendent
difficile la production d’hepcidine en grande quantité. Aujourd’hui, si plusieurs
équipes ont réussi a produire de 1’hepcidine, seule celle produite par I’équipe de
Ganz a été démontrée comme biologiquement active. La détection de
I’hepcidine est ¢galement limitée par la difficulté de produire des anticorps
spécifiques contre cette protéine dont la structure est trés conservée dans les
especes. La encore, seule I’équipe de T. Ganz dispose d’un anticorps contre
I’hepcidine mature humaine et celui-ci est trés largement utilisé dans les
différentes études de la littérature pour mesurer 1’hepcidine urinaire en
conditions physiopathologiques. Pour pallier cette difficulté de dosage de
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I’hepcidine, des études ont été développées afin de permettre le dosage de
I’hepcidine par spectrométrie de masse. Un kit de détection de la pro-hepcidine
sérique est également commercialisé et utilisé dans la littérature mais la valeur
biologique d’une telle mesure (mesure de la pro-hepcidine de 84 acides aminés
et non de 1’hepcidine mature de 25 acides aminés) reste a démontrer. En ce qui
concerne la détection de I’hepcidine murine, seul un anticorps dirigé contre la
pro-hepcidine a été décrit jusqu’a présent.

Cet anticorps permet de visualiser tres distinctement la pro- hepcidine dans
les structures de sécrétion de la cellule hépatique, en particulier 1’appareil de
Golgi.

L’équipe de H. Kulaksiz [59] a synthétisé des peptides correspondants a la
prorégion (acides aminés 28 a 47) ou au peptide mature (acides aminés 70 a 84).
De facon surprenante, les anticorps générés apres immunisation par ces peptides
donnent tous deux des signaux en western blot de 10 et 20 kDa dans le foie
humain. Les auteurs pensent qu’il s’agit de la pro-hepcidine (bande de 10 kDa)
et d’'un dimére ou agrégat d’hepcidine (bande de 20 kDa). Dans le sérum
humain, ces anticorps détectent une faible bande a 10 kDa. On notera que
I’anticorps issu de I’immunisation par le peptide mature ne révele que le
précurseur et en aucun cas le peptide mature de 25 acides aminés, ni dans les
tissus, ni dans le sérum. Ces anticorps réagissent également sur des échantillons
de cobaye, de rat et de souris. L’anticorps dirigé contre la pro-région a été utilisé
pour élaborer un kit ELISA commercialisé pour détecter la pro-hepcidine dans
des echantillons de sérum humain. La concentration de la pro-hepcidine dans
des volontaires sains calculée par ce kit ELISA donne des valeurs de 52 a 153
ng/ml de sérum. La valeur biologique d’une telle mesure sérique du précurseur

et non de I’hepcidine mature de 25 acides aminés reste a démontrer.

79



Enfin, I’équipe de N. Subramaniam [60] a développé des anticorps en
immunisant des lapins avec de la pro-hepcidinel recombinante de souris.
L’utilisation de ces anticorps purifiés en western blot permet de détecter une
bande a 7,7 kDa dans le foie de souris correspondant a la pro-hepcidine. Cet
anticorps ne semble pas reconnaitre 1’hepcidine mature.

Chez I’homme, en plus des techniques utilisant des anticorps dirigés contre
I’hepcidine mature ou la pro-hepcidine, une autre méthode a été developpée
pour détecter I’hepcidine. C’est une méthode utilisant la spectrométrie de masse
qui permet d’analyser 1’hepcidine urinaire. Cette méthode permet d’identifier
I’hepcidine mature de 25 acides aminés et des peptides hepcidine de 20 et 22
acides amines.

D'énormes progres ont été réalisés dans le domaine de la mesure
d’hepcidine, mais, comme le suggére Pietrangelo et Trautwein [61], «la fiabilité
des méthodes doit étre prouvé (ou réfutée) par des études congus specifiqguement
a cette fin, et que la validation exige que le test (s’il utilise le sang ou I'urine)
puisse étre transféré et reproduit dans des laboratoires différents ». [38, 41, 56,
62, 63]

80



1-6)- Fonction(s) biologique(s) de I’hepcidine

Lorsque I’hepcidine a été purifiée et que sa séquence peptidique a été
identifiée, des similarités importantes avec les peptides antimicrobiens naturels
de la classe des défensines ainsi que D’effet inhibiteur du peptide sur la
croissance de certains organismes microbiens ont fait évoquer un réle
antimicrobien pour I’hepcidine.

Cependant, la mise en évidence d’une régulation de son expression sous
I’effet du statut en fer avec notamment une induction de son expression au cours
des surcharges en fer puis, I’observation capitale du développement de
surcharges en fer de type hémochromatose HFE chez des souris dans lesquelles
I’expression du geéne hepcidine était empéchée ont fait poser I’hypothése d’un
role régulateur de I’hepcidine sur la biodisponibilit¢ du fer plasmatique. Le
mécanisme moléculaire mis en jeu est une interaction directe de I’hepcidine
avec la ferroportine (figure 22). Cette interaction entraine une phosphorylation
de la ferroportine qui est alors internalisée puis dégradée par un processus
d’ubiquitinisation. La conséquence biologique de cette interaction est donc une
limitation de la sortie du fer des cellules exprimant normalement la ferroportine.
Expérimentalement, il a ét¢ montré que I’injection d’hepcidine provoquait une
baisse rapide du fer sérique et de la saturation de la transferrine, dans 1’heure qui
suit I’injection et ce pour une vingtaine d’heures. Les cibles tissulaires
privilégiées de I’hepcidine sont la rate et la muqueuse digestive, confirmant ainsi
les sites d’action principaux de I’hepcidine.

Il n’est pas exclu que I’hepcidine puisse interagir a d’autres niveaux dans le

métabolisme du fer. Ainsi, il a été récemment suggéré que I’hepcidine pourrait
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lier le fer. Les conséquences, intra-et extra-cellulaires, d’une telle liaison restent
a evaluer. [64]

Macrophage
Recyclage

®
: Hépatocyte
Eonnole,
A P 0
Hepcidine
o
Entérocyte Plasma
Absorption digestie Distribufion
1 mg

Figure 22. Représentation schématique de [’action de [’hepcidine. [64]

L’hepcidine produite par I'hépatocyte, elle est sécrétée dans le plasma et, en se liant a la
ferroportine, empéche la sortie du fer des deux types cellulaires qui sont les sources majeures de fer
pour le plasma : macrophages et entérocytes. Disques bleus foncés : atomes de fer. Dans le plasma,

ils sont liés a la transferrine (rectangles grisés). Le fer macrophagique est issu du processus
d’érythrophagocytose.
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1-7)- Mutations de I’hepcidine.

Des mutations du géne codant pour ’hepcidine ont été retrouvées a 1’¢état
homozygote chez des patients atteints d’une forme sévere d’hémochromatose,
I’hémochromatose juvénile. Ces mutations, qui représentent des cas treés rares,
sont présentées dans la figure 23. Les mutations identifiées dans la région
correspondant au propeptide entrainent soit un décalage de phase de lecture, soit
un arrét de la traduction. De facon plus intéressante, des mutations de
substitution ont été retrouvées dans la région codant pour le peptide mature. Ces
mutations permettent d’identifier les régions importantes dans la fonction du
peptide. Il est ainsi évident que les cystéines sont essentielles a cette fonction
puisque deux cystéines sont mutees chez des patients atteints d’hémochromatose
juvénile. La troisieme mutation substitutive touche une glycine située entre 2
cystéines, perturbant donc ainsi probablement les ponts disulfures. La glycine
ayant un encombrement sterique trés faible, on peut s’attendre a ce que 1’acide
aspartique qui remplace cette glycine chez le patient empéche la formation des
ponts disulfures adjacents.

A 1’état hétérozygote, les mutations dans le géne codant pour I’hepcidine
sont le plus souvent sans effet, mais la présence de ces mutations chez des
patients atteints d’hémochromatose classique peut aggraver, comme cela a été
montré dans quelques cas, la surcharge en fer. Ces résultats suggérent fortement
que I’hepcidine puisse étre un géne modificateur de 1’hémochromatose. La
notion de I’existence de génes modificateurs pour I’hémochromatose repose sur
le fait que, si ’hémochromatose est une maladie génétique de tres forte
prévalence, sa pénétrance reste toutefois tres incomplete laissant suspecter

I’existence de facteurs environnementaux et de genes modificateurs importants
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pour ’expressivité du phénotype. Enfin, notons qu’il a été retrouvé un mode de
transmission digénique (patients ayant une mutation a 1’état hétérozygote pour le
géne HFE et une mutation a 1’état hétérozygote pour le gene HAMP) a ’origine
d’hémochromatose ou simplement d’augmentation de la ferritine, indiquant des
réserves en fer trop élevées.

Outre la perte de fonction de I’hepcidine chez les patients porteurs d’une
mutation dans le géne HAMP, il est clairement établi aujourd’hui que
I’hepcidine joue un rdle clé dans la gravit¢ et D’établissement d’une
hémochromatose classique. En effet, il a été démontré, a la fois chez la souris et
chez I’homme, que I’hepcidine est exprimée de fagon inappropriée au regard de
la surcharge en fer hépatique dans les hémochromatoses liees a HFE, a TFR2, et
a HIJV. L’hepcidine serait donc le déterminant commun de ces
hémochromatoses laissant supposer un 710le de I’hepcidine dans la
physiopathogénie de 1’hémochromatose géneétique. Dans le modele des souris
hémochromatosiques Hfe -/-, il a été montré que la surcharge en fer pouvait étre
prévenue par un apport d’hepcidine laissant suggérer la possibilit¢ d’un

traitement thérapeutique préventif de I’hémochromatose héréditaire. [6]
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Figure 23. Mutations du gene humain de [’hepcidine (HAMP). [6]

Le géne HAMP est formé de 3 exons codant pour un propeptide de 84 acides aminés dont la
séquence est indiquée sous le géne, en bleu. Le peptide mature de 25 acides aminés est indiqué en
gras. Les mutations décalage de lecture sont figurées en vert. Les substitutions non sens (STOP) sont
figurées en marron et les substitutions faux sens en rouge.

HJ = hémochromatose juvénile. Digénique = mode de transmission digénique. HFE CY : patient
hétérozygote pour la mutation C282Y. HFE YY : patient homozygote pour la mutation C282Y.
HFE HD : patient hétérozygote pour la mutation H63D.
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2)- Régulation de I’hepcidine (figure 27).

La premiére régulation qui a permis la découverte de I’hepcidine est la
régulation par le fer. Depuis, il a été montré que différentes voies physiologiques
ou pathologiques reliées directement ou indirectement au fer telles que
I’érythropoicse, I’anémie, I’hypoxie, I’inflammation chronique et les surcharges
martiales secondaires utilisent 1’hepcidine comme régulateur pour ajuster les
besoins de I’organisme. Toutefois, les facteurs impliqués dans ces régulations

sont spécifiques de chaque voie et sont traités dans les paragraphes suivants.

2-1)-Le fer

Il est désormais €tabli que 1’expression de I’hepcidine est dirigée par la voie
des BMPs dans laquelle le cofacteur principal, I’hémojuvéline, est indispensable

a la transduction du signal responsable de 1’activation de I’hepcidine.

2-1-1)- L’hémojuvéline

Nous avons vu precédemment que des mutations dans le gene codant pour
I’hepcidine étaient responsables de certaines formes d’hémochromatose
juvenile.

Cependant, la majorité des cas de cette forme sévere de surcharge en fer
sont attribués a des mutations dans le gene HFE2 (HJV) codant pour
I’hémojuvéline (figure 24). Les patients porteurs de ces mutations présentent de
faibles niveaux d’hepcidine malgré une surcharge en fer importante, établissant
ainsi pour la premiére fois un lien entre I’hémojuvéline et la production de
I’hepcidine. D’autres mutations retrouvées a 1’état hétérozygotes constituent des

facteurs aggravant des formes classiques d’hémochromatoses. L’hémojuvéline

86



est une protéine membranaire avec une ancre glycophosphatidylinositol (GPI)
qui est fortement exprimée dans le foie, et plus précisément par les hépatocytes
entourant la veine portale, le cceur et le muscle strié. Les souris invalidées pour
le géne HJV reproduisent les symptdémes retrouvés chez ’homme, c’est-a-dire
une accumulation du fer dans le foie, le cceur et le pancréas parallélement a une
diminution dramatique de I’expression de I’hepcidine alors que la rate est
dépourvue de fer. Ces souris sont toutefois capables d’induire 1’expression de
I’hepcidine en réponse a [I’inflammation, suggérant que la voie de

I’inflammation est indépendante de I’hémojuvéline. [37]
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Figure 24. La structure de [’hémojuvéline et les mutations du gene humain de
[’hémojuvéline [65]

Les mutations retrouvées dans I'hémojuvéline responsables de I'hémochromatose juvénile sont
énumeérées et représentées par des étoiles. Les différents domaines de la protéine sont représentés
selon les abréviations suivantes :

SP : peptide signal, GRR : région riche en glycine, RGD : motif d’adhésion, GDPH : site de clivage
protéolytique conservé de quatre acides aminés, VWD : domaine von Willebrand de type D, FCS : site
de clivage protéolytique des furines, TM : domaine transmembranaire.
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a)-Fonction de I’hémojuvéline

L’hémojuvéline est un membre de la famille des « repulsive guidance
molecule » qui se compose de trois membres : RGMa, RGMb, également appelé
DRAGON et enfin RGMc qui est homologue a I’hémojuvéline. Alors qu’il était
bien établi que RGMa et DRAGON étaient des corécepteurs de la voie de
signalisation des « Bone Morphogenetic Protein », la fonction moléculaire de
I’hémojuvéline n’était pas connue. En 2006, 1’équipe de Jodie Babitt et Herbert
Lin [66] montrait que I’hémojuvéline agissait également comme co-récepteur de
la voie des BMPs pour activer ’expression de I’hepcidine in vitro dans des
cellules de foie. Cependant, un aspect intriguant de 1’hémojuvéline demeure sa
forte expression dans le muscle cardiaque et le muscle squelettique. Les patients
atteints d’hémochromatose juvénile et les souris Hjv-/- ne présentent aucun
défaut du muscle squelettique excluant un role potentiel de I’hémojuvéline dans
le développement du muscle.

Toutefois le muscle est un grand consommateur de fer en particulier pour la
formation de la myoglobine ce qui suggérerait que 1I’hémojuvéline pourrait jouer

un réle dans la régulation du fer dans le muscle squelettique. [37]

b)-Structure et maturation

La protéine HIJV est exprimée sous deux isoformes : 1’hémojuvéline
membranaire, fixée a la membrane par une ancre GPI et I’hémojuvéline soluble
(HJVs) dont la maturation (coupure dans la partie C terminale) est effectuée
dans I’appareil de Golgi par la furine. La forme soluble de I’hémojuvéline est en
compétition avec 1’hémojuvéline membranaire pour interagir avec les molécules

BMP matures et inhiber leur fixation avec les récepteurs BMP. L’hémojuvéline
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soluble agit donc comme un répresseur de la voie des BMPs. La production
d’HJVs est augmentée lors d’hypoxie ou de carence martiale et méne a une
réduction de I’expression de I’hepcidine et une augmentation du fer dans le
plasma.

HIJVs est produite par I’action de la furine et le promoteur de la furine
comporte un site de liaison pour le facteur de transcription HIF-1. On peut donc
penser que lors d’une hypoxie le niveau de furine est augmenté dans les cellules
exprimant 1’hémojuvéline endogeéne, ce qui stimule la production d’HJVs et
aboutit a une diminution de I’expression de I’hepcidine. Il a également été
montré que ’exercice physique augmente les niveaux de HIFla ainsi que sa
capacité de liaison a I’ADN et permet probablement la production d’HJVs par le
muscle. Cela permettrait au muscle de signaler ses besoins en oxygene et
d’augmenter les apports de fer nécessaires pour la myoglobine.

L’ensemble de ces résultats suggere que la production d’HJVs par le foie et
le muscle, induite conjointement par HIF et la furine, réprimerait I’expression de
I’hepcidine de facon a satisfaire ’augmentation des besoins en fer de
I’organisme en cas soit de carence en fer, soit d’hypoxie. Ceci s’ajouterait a la

répression directe de 1’hepcidine par HIF1a. [37]

c)- L’interaction néogenine/hémojuveline

I1 a également ét¢ montré que I’HJV interagit avec la néogénine, un
récepteur membranaire impliqué dans différentes voies de signalisation. Cette
interaction est indispensable a la production d’hémojuvéline soluble qui requicre
en plus une endocytose cholestérol-dépendante de I’hémojuveline membranaire.
Toutefois, comme le transport de HJV du reticulum endoplasmique a la surface
des cellules ne dépend pas de la néogénine, la libération de 1’hémojuvéline

89



soluble intervient donc aprés que HJV ait été exprimée a la membrane.
L’hémojuvéline membranaire interagit avec la néogénine, le complexe est
reinternalisé et retro-transporté vers le Golgi ou ’HJV est tout d’abord clivée
par la furine puis glycosylée avec des oligosaccharides complexes avant d’étre
relachée sous forme soluble. Des résultats publiés en 2009 par 1’équipe de
Caroline Enns [67] semblent montrer que le complexe HJV/néogeénine est requis
pour I’induction de la voie des BMPs et I’expression de ’hepcidine in vitro et in
vivo. Malheureusement les études in vitro utilisent BMP4 et demandent donc a
étre confirmées avec BMP6. La néogénine hépatique possederait donc deux
fonctions : la régulation de la libération d’HJ Vs et la stimulation de 1’expression
de I’hepcidine par I’HJV. Cependant d’autres travaux sont nécessaires pour
comprendre quel est le role précis de la néogénine dans la régulation de

I’expression de I’hepcidine. [37]

d)- Réle de TMPRSS6 (figure 25B)

Un dernier acteur impliqué dans la régulation de 1’hepcidine a été
caractérisé assez récemment. Il s’agit de la matriptase 2, une protéase a sérine
transmembranaire codée par le gene TMPRSS6, exprimée principalement dans
le foie et qui joue un role important en cas de carence martiale. Les mutations
dans ce géne ont été découvertes chez des patients atteints d’une forme d’anémie
réfractaire a une administration orale de fer (IRIDA pour « iron-refractory iron
deficiency anemia »). Ces résultats ont été confirmés par deux autres études [68,
69] qui montrent que des mutations dans le gene TMPRSS6 conduisent a une

anémie avec un défaut d’absorption du fer et une surexpression de 1’hepcidine.
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De la méme facon, une mutation récessive induite chimiquement dans le
géne orthologue de la souris, Tmprss6, conduit & un phénotype particulier
« mask » qui se caractérise par une perte de la pilosité corporelle (ou alopécie) a
I’exception de la téte mais surtout a une anémie microcytaire. Le phénotype
mask est 1i¢ a un défaut d’épissage du géne Tmprss6 et résulte d’une absorption
réduite du fer alimentaire causée par des niveaux élevés d’hepcidine. En
conditions normales, 1’expression de la protéine TMPRSS6 permet la
suppression de 1’activation du promoteur du gene Hamp et abolit I’expression de
I’hepcidine en réponse aux BMPs et a I’'HJV.

Au méme moment, une autre équipe [70] a obtenu une souris invalidée pour
le géne Tmprss6. Ces souris développent également une alopécie ainsi qu’une
anémie sévere accompagneée d’une surexpression de I’hepcidine et d’une
expression réduite de la ferroportine a la membrane basolatérale des entérocytes.
Le traitement de ces souris avec du fer dextran permet de réverser le phénotype
ce qui confirme que I’anémie observée est consécutive a un blocage de I’export
intestinal de fer dans la circulation apres I’absorption alimentaire.
La matriptase-2 agit donc comme répresseur de I’expression de 1’hepcidine en
conditions normales.

Le mécanisme de cette regulation est désormais connu. La matriptase-2
inhibe ’activation de I’hepcidine par clivage de ’hémojuvéline membranaire, le
co-récepteur de la voie des BMPs. Les mutants correspondant a la souris mask
ou aux patients atteints d’IRIDA sont incapables de cliver 1’hémojuvéline et
permettent une expression continue de I’hepcidine. La matriptase-2 présente une
structure complexe. Elle se compose d’une courte queue cytoplasmique
N-terminale, d’un domaine composite CUB (facteur de croissance embryonnaire

de I’oursin et BMP1), trois classes de domaines récepteurs aux lipoprotéines de
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faibles densités (LDLRA) ainsi que d’un domaine C-terminal sérine protéase.
Les mutations dans les domaines LDLRA et CUB conduisent respectivement a
une absence de clivage et a un clivage réduit de I’hémojuvéline membranaire
mais ces domaines conservent leur capacité de fixation a I’hémojuvéline. Un
schéma représentant la structure de la protéine TMPRSS6 est présenté en
figure 25A. Ces résultats soulignent I’importance des domaines LDLRA et CUB
de la matriptase-2 dans la régulation de I’hepcidine. [71, 72, 73, 74]
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Figure 25. Représentation schématique des différents domaines de TMPRSS6 et
de son implication dans la régulation de synthése de [’hepcidine. [71].

A)- TMPRSS6, aussi appelée Matriptase 2, appartient a une famille de sérine protéase
transmembranaire de type Il. Elle est constituée depuis I'extrémité N terminale jusqu’a I'extrémité C
terminale d’un court domaine intracytoplasmique dont la séquence en acides aminés n’est conservée
que chez les mammiféres placentaires, d'un segment transmembranaire, de différents modules
communs a de nombreuses familles de protéines et qui sont des modules permettant des interactions
protéine-protéine ou protéine-ligand (2 motifs CUB et 3 motifs LDLR) et le domaine sérine protéase.

B)- Différentes voies de régulation de I'hepcidine : réle de TMPRSS6.
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2-1-2)- La voie de signalisation des « Bone Morphogenetic protein » (BMP)

a)- Les « Bone morphogenetic proteins »

Les protéines morphogénétiques osseuses (BMPS) sont un groupe de
molécules phylogénétiqguement conservées de la superfamille du TGF-R.
Historiquement, ces molécules ont été identifiées pour leur capacité a induire la
formation des os et du cartilage. La famille des BMPs compte une vingtaine de
molécules qui sont impliquées dans divers processus biologiques, du
développement embryonnaire au maintien de 1’homéostasie des tissus apres la
naissance. Les BMPs sont sécrétées sous forme de précurseurs protéiques de 400
a 500 acides aminés composés d’un peptide signal, d’un pro-domaine et du
peptide mature. Apres clivage du peptide signal, la protéine est glycosylée et
forme un dimere. Le pro-domaine est alors scindé, puis le peptide actif est
sécrété par la cellule. Les BMPs matures difféerent par leur région carboxy-
terminale en fonction du clivage protéolytique et sont sécrétées aussi bien sous
forme d’homodimeres que d’hétérodimeres. Tous les BMPs contiennent sept
cystéines dont six sont impliquées dans la formation d’un coude alors que la
septieme est utilisée pour la dimérisation. Les BMPs se fixent a des récepteurs a
sérine/thréonine kinase et plus précisement a deux récepteurs de type Il et deux
récepteurs de type I, qui sont tous requis pour la transduction du signal. Les
BMPs peuvent se fixer sur trois récepteurs de type Il (le récepteur des BMPs
BMPR-II) et les récepteurs de 1’activine Act-RII et Act-RIIB) et trois récepteurs
de type I, les récepteurs BMP de type 1A BMPR-IA (ou ALK3) et de type IB
BMPR-IB (ou ALKG6) et un récepteur de I’activine de type 1A ActRIA (ou
ALK?2). Ces récepteurs sont différentiellement exprimés en fonction des tissus et

se retrouvent sous forme d’homo ou d’hétérodiméeres dans des structures
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cavéolaires a la surface des cellules. La fixation du ligand spécifique et la voie
de signalisation en aval sont régies par les différentes combinaisons possibles

entre ces récepteurs lors de la formation du tétramere. [75, 76, 77]

b)- La voie des BMP/Smads

La voie de signalisation est un systéme d’activation de la transcription. Elle
est commune a tous les BMPs et repose sur une cascade d’activation de
molécules par phosphorylation. La cascade est initiée lorsqu’un ligand BMP se
fixe a un complexe composé de deux recepteurs de type Il et deux récepteurs de
type L. L’initiation de cette cascade repose sur différents cofacteurs activateurs
ou inhibiteurs spécifiques du tissu et du signal. Par exemple, DRAGON et
RGMa, deux protéines homologues, agissent comme corécepteurs des molécules
BMP2 et BMP4 en facilitant I’interaction avec les récepteurs de type I et II des
BMPs. Le recepteur de type Il ainsi active va alors phosphoryler les récepteurs
de type I qui vont a leur tour permettre la phosphorylation d’un complexe formé
par les protéines Smads pour « son of mother against decapentaplegic ». Il existe
huit protéines Smads chez I’homme et la souris divisées en trois classes :

-les Smads régulés par les récepteurs (ou R-Smad) qui peuvent étre activés
par les BMPs (Smad1, 5 et 8) ou par le TGF-RB (Smad2 et 3)

-le médiateur commun de la voie des BMPs et de la voie du TGF-R :
Smad4

-les Smads inhibiteurs (I-Smads): Smad6 et 7
Une fois phosphorylé, I’hétérodimére formé par les Smadl, 5 ou 8 va alors
rejoindre le partenaire commun Smad4 puis transloquer dans le noyau de la

cellule pour activer la transcription de génes cibles spécifiques (figure 26). Cette
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voie de transduction du signal est impliquée dans de nombreux processus
physiologiques et sa régulation, complexe, nécessite de nombreux cofacteurs.
[78, 79, 80, 81]
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Figure 26. Représentation de la voie de signalisation des « Bone Morphogenetic
Protein ». [82]

c)- L’expression de I’hepcidine est régulée par la voie des BMPs

De la méme fagon que pour RGMa et DRAGON, il a été montre que I’'HJV
agissait également comme un corécepteur des BMPs en liant directement BMP2
et BMP4 pour stimuler I’expression de I’hepcidine in vitro dans des lignées
cellulaires d’hépatocytes. Peu apres, une autre équipe montrait que BMP9 et
BMP4 induisaient de maniére comparable ’expression de 1’hepcidine, plus
efficacement que BMP2, aussi bien dans des cultures d’hépatocytes primaires de
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souris que dans des lignées cellulaires d’hépatocytes humain [83]. Le lien entre
la voie de signalisation des BMPs et I’expression de 1’hepcidine etait alors
soutenu par la description d’un modele de souris invalidé pour le gene Smad4
spécifiguement dans le foie. Ces souris présentaient une diminution dramatique
de I’expression de I’hepcidine ainsi qu’une surcharge en fer multiviscérale,

comparable a celle retrouvée chez les souris Hamp-/- et Hjv-/-. [84, 85]

2-2)- L’érythropoiése

La majorité du fer lié a la transferrine dans la circulation est destinée aux
érythrocytes de la moelle osseuse pour la synthése de I’hémoglobine. Environ 65
a 70% du fer dans le corps existe sous cette forme dans les globules rouges
circulants. Les besoins en fer sont controlés par 1’érythropoicse qui serait le
régulateur dominant de I’expression de I’hepcidine. En effet, lorsque
I’érythropoiese est stimulée par une perte sanguine ou une hémolyse,
I’expression de 1’hepcidine est réduite méme en présence d’une surcharge en fer

comme cela a été observé chez les patients atteints de [ thalassémie. [86, 87, 88]
2-2-1)- L’erythropoiétine
Le premier signal qui stimule I’érythropoiése est I’érythropoiétine (EPO),
un facteur de croissance stimulant la prolifération des cellules souches
précurseurs des globules rouges dans la moelle osseuse et donc 1’augmentation
du nombre de globules rouges dans le sang. La stimulation de I’érythropoiése est
concomitante avec une diminution du fer dans le foie et dans les tissus. Le role

direct de I’EPO sur les variations de 1’hepcidine lors de I’érythropoiese a été

démontré in vivo et in vitro.
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L’injection d’EPO a des souris aboutit a une diminution de I’hepcidine. A
I’inverse, 1’érythropoiese est inhibée lorsque des souris sont irradiées ou traitées
avec des inhibiteurs d’EPO (carboplatine, doxorubicine) et 1’expression de
I’hepcidine augmente. Le traitement de lignées cellulaires d’hépatome avec de
I’EPO conduit a une diminution de la synthése d’hepcidine par les hépatocytes.
L’EPO semble donc avoir un role direct dans la régulation de 1’hepcidine via la
modulation de 1’expression de C/EBPa, une protéine impliquée dans la
régulation de la transcription de 1’hepcidine.

D’autres facteurs impliqués dans 1’érythropoiese pourraient aussi étre

impliqués dans la régulation de I’hepcidine. [89, 90, 91, 92]

2-2-2)- GDF15

Une érythropoiése exacerbée nécessite une expansion des compartiments
érythroides et la maturation des érythroblastes. Ces changements sont
accompagnés d’une augmentation de 1’expression et de la sécrétion d’un facteur
de croissance et de différentiation GDF 15 (« growth differentiation factor »), un
membre de la famille du TGF-. Bien que GDF15 soit présent en grande
quantité chez les patients atteints de thalassémie chez lesquels 1’absorption de
fer est augmentée et I’expression de I’hepcidine diminuée, il semble n’avoir
qu’un impact modeste sur I’inhibition de I’expression de 1’hepcidine in vitro. De
plus, le suivi de patients ayant bénéficié d’une transplantation de cellules
souches érythropoietiques ne révele aucune corrélation entre les niveaux de
GDF15 et d’hepcidine, ce qui suggere que ce facteur ne jouerait pas un role de

premier plan dans la régulation de 1’hepcidine. [93, 94]
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2-2-3)- TWSG1

Assez récemment, un autre acteur possible de la régulation de
I’érythropoicse a été identifié. Tanno et al. [95] ont exploré le role de TWSGL,
une cytokine exprimée par les érythroblastes, comme régulateur érythroide
potentiel de I’expression de 1’hepcidine. TWSG1 supprimerait 1’expression de
I’hepcidine en inhibant la voie des BMPs induite par BMP2 et BMP4.

Bien que I’EPO, GDF15 et TWSGI soient probablement impliqués dans le
contréle de I’expression de 1’hepcidine par I’érythropoic¢se, les mécanismes
complexes impliqués dans cette régulation sont encore mal connus et nécessitent

d’étre explorés plus en détail.

2-3)- L’hypoxie

L’anémie et I’hypoxie sont caractérisées par la diminution dramatique de
I’expression de I’hepcidine dans le foie, la libération du fer par les cellules du
systéme réticulo-endothélial et par une augmentation de 1’absorption duodénale

du fer.

2-3-1)- HIF1a

L’hypoxie induit la synthése d’HIFlo par les hépatocytes. HIF1
(pour « hypoxia inducible factor 1 ») est un facteur de transcription qui se
présente sous la forme d’un hétérodimere composé d’une sous unité HIF1a,
régulée par 1’oxygene, et d’une sous-unité HIF1R qui est exprimée de facon
constitutive. En condition normoxique, HIF1lo est synthétisee, hydroxylee et
dégradée en continu. La dégradation de HIFla est dirigée par la protéine

suppresseur de tumeur von Hippel-Lindau (VHL) qui entraine 1’ubiquitinylation
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de la sous-unité et sa dégradation par le protéasome. Quand la disponibilité en
oxygene devient insuffisante, la sous-unité n’est pas hydroxylée et la
dégradation d’HIFlo est donc inhibée. La protéine s’accumule et forme un
dimere avec HIF1R pour aller se fixer sur les éléments de réponse a I’hypoxie
(HRE pour  « hypoxia responsive element ») des génes cibles. De cette fagon,
HIF1 régulerait la transcription de centaines de génes spécifiquement selon le
tissu considéré. De fagcon tout a fait intéressante, il a été montré par des
experiences d’immunoprécipitation que HIFloa s’associe aux promoteurs
humains et murins de I’hepcidine. L’induction de HIF1 lors de carence en fer de
méme que ’invalidation du gene VHL chez la souris sont associées a une
diminution notable de I’expression de I’hepcidine, confirmant ainsi que la voie
VHL/HIF1 est impliquée dans la régulation de I’hepcidine et de 1’homéostasie
du fer. Enfin, HIF1a intervient également dans I’induction de I’expression de la
furine en situation de carence martiale ou d’hypoxie pour réguler la synthése
d’hepcidine. En effet, la furine assure le clivage de ’hémojuvéline membranaire
en hémojuvéline soluble, un inhibiteur de [D’expression de 1’hepcidine.

(Mécanisme détaillé voir « hémojuvéline »). [96, 97, 98]

2-3-2)- HIF2q,

HIF2a est une autre sous-unité de HIF et jouerait un réle crucial dans
I’absorption intestinale de fer. Contrairement & HIFla, la délétion du gene
HIF2a spécifiquement dans 1’épithélium intestinal chez la souris conduit a une
réduction de I’expression du géne DMT1 paralléelement a une diminution du fer
sérique, du fer dans le foie et de I’expression hépatique de ’hepcidine. De plus,
il a été montré que I’inactivation de HIF1 (et par conséquent I’inactivation de
toutes les isoformes HIF-0) dans I’intestin de souris ne permet plus, en cas de
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carence, d’augmenter I’absorption intestinale de fer alors que 1’inactivation de
HIF-1a dans I'intestin est sans effet. Or, une privation en fer induit I’expression
protéigue de HIF2a. De méme, la surexpression de HIF2a dans 1’intestin
conduit & une augmentation de I’expression de Dcytb et DMT1 qui seraient
donc des cibles directes de HIF2a. Ces données suggerent que HIF2a est
¢galement impliquée dans la régulation de 1’absorption intestinale de fer. [99,

100]

2-4)- L’inflammation

Le lien entre I’inflammation et I’hepcidine a été tout d’abord évoqué car des
patients atteints d’anémie chronique due a une inflammation ou ACD pour
« anemia of chronic disease » présentaient une hypoferrémie liée a une
expression excessive de 1’hepcidine. L’expression de I’hepcidine est stimulée
par les cytokines inflammatoires IL-6, IL-1a et IL-13. En effet, le traitement
d’hépatocytes en culture ou de lignées cellulaires d’hépatocytes avec de 1I'IL-6
stimule I’expression de 1’hepcidine. De méme, 1’administration d’IL-6 chez
I’homme conduit a une hypoferrémie consécutive & une augmentation de la
synthése d’hepcidine alors que les souris invalidées pour le géne Il-6 sont
incapables de produire de I’hepcidine et ne deviennent pas anémiques apres
traitement avec une endotoxine. L’IL-6 est donc un régulateur majeur de la

réponse aigué a I’inflammation dans 1’hépatocytes. [101, 102, 103]
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2-4-1)- La voie de I’IL6

Sous I’influence d’un stimulus inflammatoire, 1’TL-6 est libérée et se fixe a
un complexe composé du récepteur a de I’IL-6 et de la glycoprotéine gp130.
Cette interaction conduit a 1’activation de protéines kinases Janus JAK qui vont
phosphoryler les protéines de transduction du signal et d’activation de la
transcription STAT (pour « signal transducers and activators of transcription »,
en particulier STAT3. Une fois phosphorylé et sous forme d’homodimere,
STAT3 entre dans le noyau pour réguler la transcription de nombreux genes
cibles. L’IL-6 régule I’expression de 1’hepcidine par liaison directe de STAT3
au promoteur de I’hepcidine et plus précisément sur un motif de liaison a
STAT3 situé en position -64/-72 du promoteur. Une autre étude [104] a ensuite
confirmé le réle de STAT3 dans I’expression hépatique de I’hepcidine en
réponse a I’IL-6 a la fois in vitro et in vivo. D’autre part, bien que 1’IL-6 ait été
extensivement étudiée pour son role de régulateur principal de 1’inflammation,

I’IL-1 peut également induire I’hepcidine dans les hépatocytes de souris I1L-6-/-.

[105, 106, 107, 108]
2-4-2)- La voie des BMPs

D’autres travaux suggerent I’existence d’une voie parallele pour réguler
I’expression de I’hepcidine en réponse a I’'inflammation qui impliquerait la voie
des BMPs et rejoindrait donc la voie de régulation de 1’hepcidine par le fer. En
effet, les souris invalidées pour le géne Smad4 présentent de faibles niveaux
d’hepcidine ainsi qu’une surcharge en fer multi-viscérale et sont incapables
d’augmenter leur niveau d’hepcidine lorsqu’elles sont traitées avec de I’IL-6,
suggérant un r6le de Smad4 dans la regulation de [I’hepcidine par
I’inflammation. Or Smad4 est un médiateur commun a la voie des
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« Bone Morphogenetic Protein » impliquée dans la régulation de 1’hepcidine par
le fer. Cette hypothése est renforcée par I’observation que [’ablation de
I’¢lément de réponse proximal des BMPs dans le promoteur de 1’hepcidine ou
I’inhibition du récepteur des BMPs a 1’aide d’un inhibiteur spécifique, la
dorsomorphine, abolit 1’induction de I’expression de 1’hepcidine par I’IL-6. [84,
109, 110]

Deux autres protéines impliquées dans I’HH, HFE et RTf2, jouent un réle
important dans la régulation de I’hepcidine par le fer, ceci sera traité dans la

3°™ partie « Hepcidine et désordres du métabolisme martial ».
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Figure 27.Schéma de régulation de [ ’hepcidine. [111]

Stimulus inflammatoire : l'inflammation stimule la production d’hepcidine par lintermédiaire des
cytokines, en particulier, IL-6 qui se fixe sur des récepteurs Jak et induit une surexpression de
I'hepcidine par l'intermédiaire du facteur de transcription STAT 3 ; stimulus martial : quand la
concentration en fer est élevée, le complexe fer transferrine (Fe-Tf) se fixe sur les récepteurs de la
transferrine 1 (TfR1) et 2 (TfR2). TfR2 est stabilisé permettant la dissociation de la protéine de
I’'hémochromatose humaine (HFE) du complexe fer-récepteur de la transferrine 1 (Fe-Tf/TfR1) et sa
fixation sur le complexe Fe-Tf/TfR2. Le complexe HFE/TfR2 interagit avec I'’hémojuvéline (HJV)
entrainant une réduction de la production d’hémojuvéline soluble (HJVs) qui potentialise la voie de la
BMP et augmente la production d’hepcidine par l'intermédiaire du facteur de transcription Smad 4.
Quand la concentration en fer est basse, la concentration en TfR2 est faible et HJVs est d’avantage
libérée, entrainant une inhibition de la voie BMP. Parallélement, la sérine protéase TMPRSS6 interagit
avec la voie de la BMP en clivant HJV et la prolyl hydroxylase est inhibée, entrainant un défaut de
dégradation de HIFa qui s’hétérodimérise avec HIFB et va inhiber la transcription de I'hepcidine ;
stimulus érythroide : I'hypoxie induite par 'anémie stimule 'hétérodimérisation de HIFa avec HIFf et
inhibe la transcription de I'hepcidine. L’augmentation de l'activité érythropoiétique inhibe I'expression
de I'hepcidine probablement par le facteur GDF-15 de la superfamille BMP/TGF-b.
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1)- Hepcidine et hémochromatoses héréeditaires

1-1)- Hémochromatoses héréditaires
1-1-1)- Introduction

Définies comme étant des surcharges en fer d’origine génétique, les
hémochromatoses se différencient des surcharges en fer secondaires ou acquises,
en particulier post-transfusionnelles. Les hémochromatoses correspondent a
plusieurs affections, dont la plus fréquente, I’hémochromatose li¢e au gene HFE
(ou hémochromatose de type 1) a été identifiee généetiquement en 1996. Cette
avancée diagnostique déterminante a permis la découverte ultérieure de
situations de surcharges génétiques non liées au gene HFE, dénommées
hémochromatoses 2, 3 et 4, auxquelles peuvent s’ajouter quelques autres entités
qui ¢taient connues de plus longue date telles que Datransferrinémie ou

I’acéruloplasminémie héréditaire. [112]

1-1-2)- Contexte historique

Depuis les descriptions cliniques princeps en 1865 et 1871 de Trousseau et
Troisier, la dénomination hémochromatose forgée par von Recklinghausen et la
premiere formulation d’hypothése par Sheldon en 1935 de la nature innée du
trouble du métabolisme du fer en cause, les principales étapes de 1’histoire de
I’hémochromatose sont representées par :

* la démonstration indirecte, par Simon et al. [113] de la nature génétique

de I’hémochromatose de par son lien avec le systeme HLA ;
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« la découverte du géne HFE par Feder et al. [114] permettant d’identifier la
forme habituelle de I’hémochromatose comme étant liée a la mutation C282Y de
ce géne a I’état homozygote ;

* I’identification de plusieurs mutations de geénes non liés @ HFE qui a
conduit a I’individualisation de nouvelles formes d’hémochromatoses;

* la découverte du rdéle majeur de deux protéines, I’hepcidine et la
ferroportine, pour expliquer le développement de la surcharge en fer dans ces

differentes formes d’hémochromatoses. [115]

1-1-3)- Principales formes d’hémochromatoses héréditaires. (Tableau V)

» Hémochromatose liée au gene HFE (hémochromatose de type 1)

De loin la forme la plus fréquente, il s’agit d’une maladie récessive lice a
des mutations du géne HFE, localisé sur le chromosome 6. L’homozygotie pour
la mutation p.Cys282Tyr (C282Y) représente plus de 90 % des formes
d’hémochromatoses. Environ 3 sujets sur 1000 de la population générale
francaise sont homozygotes pour p.Cys282Tyr, avec une prévalence encore plus
fréquente en Bretagne et surtout en Irlande. L’expression est tardive (age adulte
: souvent a partir de 40 ans chez ’homme et de 50 ans chez la femme) et la
pénétrance partielle, une surcharge en fer cliniguement significative ne serait en
effet observée que chez 1 % des femmes et un peu moins de 30 % des hommes.
La mutation p.His63Asp (H63D) n’est, a 1’état hétérozygote, qu'un simple
polymorphisme. Lorsqu’elle est associée a p.Cys282Tyr, elle correspond a une
hétérozygotie composite dont 1’expression ne dépasse guere une ¢lévation

modérée de la saturation de la transferrine et de la ferritine. L’homozygotie
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p.His63Asp n’est en régle pas considérée comme pouvant, a elle seule, entrainer

une surcharge en fer cliniquement exprimee.

» Hémochromatose juvénile (hémochromatose de type 2)

Elle est liée a des mutations soit du geéne de [I’hémojuvéline
(chromosome 1) correspondant a la forme 2A, soit du géne de 1’hepcidine
(chromosome 19), correspondant a la forme 2B. Elle se caractérise par une
expression précoce, chez I’adolescent ou 1’adulte jeune (moins de 30 ans), et par

la prédominance des atteintes cardiaque et endocrinienne.

» Hémochromatose de type 3

Elle est en rapport avec des mutations du gene du récepteur de la
transferrine de type 2 (chromosome 7). Elle survient en regle chez I’adulte,
mimant une hémochromatose de type 1 mais peut aussi survenir chez le sujet

jeune réalisant alors un tableau proche de I’hémochromatose juvénile.

» Hémochromatose de type 4 ou maladie de la ferroportine

Moins rare que les hémochromatoses 2 et 3, elle est la seule forme de
surcharge génétique en fer a transmission dominante. Elle correspond le plus
souvent a une surcharge en fer prédominant au niveau du systeme
macrophagique (rate, cellules de Kupffer au niveau du foie) avec hyposidérémie
et baisse ou normalité du taux de saturation de la transferrine. A coté de cette
forme dite «A», une autre forme, dite «B», beaucoup plus rare, est d’un

phénotype identique & une hémochromatose de type 1.
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» Autres surcharges génétiques en fer

Elles correspondent a 1’acéruloplasminémie héréditaire, a I’atransferrinémie
héréditaire et a la surcharge en fer par mutations du géne SLC11A2 codant
DMT1 (divalent-metal transporter 1). [112, 115, 116, 117, 118, 119, 120,121]

Tableau V. Principales surcharges génétiques en fer. [112]

Mode de
transmission®

Chromosome Géne”

Hémochromatose types 1- 4

1 6 HFE R
2A 1 HJV R
2B 19 HAMP R
3 7 TFR2 R
44 2 SLC40AT D
4B 2 SLC40A7 D
Autres surcharges génétiques en fer

Acéruloplasminémie 3 cP
Atransferrinémie 3 TF

P I TFR2 rtr r 2. SLC404 I
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Figure 28. Représentation schématique de la position des protéines des genes

mutés au cours des hémochromatoses génétiques identifiés. [121]

Les mutations des génes codant HFE, TFR2 et HJV affectent des protéines qui sont adressées a la
membrane des hépatocytes, ce qui va altérer les voies de signalisation régulant normalement
I'expression de 'ARNm de I'hepcidine. L’interaction de I'hepcidine avec la ferroportine entraine une
internalisation de cette derniére et empéche la sortie du fer de la cellule. A l'inverse, en cas de taux
faibles d’hepcidine dans le plasma, du fer est transmis en permanence au plasma. TFR1 : récepteur 1
a la transferrine ; TFR2 : récepteur 2 a la transferrine ; HJV : hémojuvéline ; BMPRs : récepteurs aux
bone morphogenetic proteins ; BMP6: bone morphogenetic protein 6 ; HAMP: hepcidin antimicrobial
peptide.
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1-1-4)- Bases physiopathologiques et moléculaires
» Meécanismes de la surcharge en fer

Deux grands types de mécanismes, inverses, sont en cause selon que la

protéine d’export cellulaire, la ferroportine, est hyperactive ou déficiente

(figure 29).

e Lasurcharge en fer par hyperactivité de la ferroportine :

Elle s’observe dans deux situations :

) Le défaut de synthése hépatique de I’hepcidine. Il est en cause dans les
hémochromatoses de type 1, 2A et 3 pour lesquelles les mutations sont
responsables d’une altération de la cascade moléculaire contrélant la
synthése de I’hepcidine. Il est aussi impliqué dans 1’hémochromatose
de type 2B ou c’est le géne de I’hepcidine lui-méme qui est atteint.
L’hypo-hepcidinémie qui résulte de ces situations conduit a
I’hyperactivité de la ferroportine, protéine d’export du fer a partir des
entérocytes et des macrophages. Il s’ensuit une hypersidérémic a
I’origine elle-méme d’une augmentation du taux de saturation de la
transferrine.

i) Une insensibilité de la ferroportine a I’hepcidine qui résulte, comme le
défaut de synthése de I’hepcidine, en une hyperactivite de la
ferroportine (par « gain de fonction »), source d’hypersidérémie. C’est

la situation observée dans I’hémochromatose de type 4B.
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e Lasurcharge en fer par hypoactivité de la ferroportine :

C’est le cas de I’hémochromatose de type 4A qui correspond a des
mutations du gene de la ferroportine entrainant une perte de fonctionnalité de
cette protéine. La surcharge en fer y est surtout macrophagique, étant donné la
forte concentration du tissu macrophagique en cette protéine. S’agissant d’une
surcharge en fer par défaut de sortie du fer cellulaire dans le plasma, la
sidérémie sera basse et donc la saturation de la transferrine souvent abaissee.
L’acéruloplasminémie héréditaire implique un mécanisme voisin car ’atteinte
du gene de la céruloplasmine cause une perte de la fonction ferroxydasique de
cette protéine avec deux types de conséquences : en aval, la baisse de la
saturation de la transferrine car le fer ne pouvant plus étre oxyde il ne peut étre
capté par la transferrine ; en amont, un dysfonctionnement de la ferroportine qui
est source d’exces cellulaire en fer par défaut de libération du fer dans le plasma,
expliquant I’hyposidérémie également observée dans cette atteinte. [112, 115,

116, 120]
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Figure 29. Les deux grands mécanismes sous-tendant le développement des

surcharges génétiques en fer. [112]

Partie a. Cas des hémochromatoses impliquant une hyperactivité de la ferroportine : Cette
hyperactivité est consécutive a une hypo-hepcidinémie, elle-méme conséquence de la mutation
C282Y (* a I'état homozygote) du géne HFE, ou des mutations des géenes non liés a HFE : HIJV
(hémojuvéline), HAMP (hepcidine), TFR2 (récepteur de la transferrine de type 2). Il s’ensuit une
hypersidérémie avec apparition de fer non lié a la transferrine (FNLT) plasmatique. Cette forme de fer
expliqgue le développement de la surcharge dans les cellules parenchymateuses (foie, pancréas,
ceeur).

Partie b. Cas des hémochromatoses impliquant une hypoactivité de la ferroportine (seule est ici
représentée la maladie de la ferroportine de type A): La mutation du géne SLC40Al codant la
ferroportine est responsable d’une hypoactivité de la ferroportine, seule protéine connue d’export du
fer cellulaire et dont I'activité est particulierement forte au niveau macrophagique. Il s’ensuit une
diminution de la sortie du fer macrophagique dans le plasma (d’ou hyposidérémie) et une surcharge a
dominante macrophagique (par rétention intracellulaire du fer).
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» Mécanisme de la toxicité du fer

Un réle clé est attribué a une forme de fer non lié a la transferrine appelée
fer plasmatique réactif (FPR) ou LPI (pour « labile plasma iron »). En effet,
lorsque le taux de saturation de la transferrine dépasse 75 %, cette nouvelle
forme de fer circulant tend a apparaitre. Le FPR a pour caractéristique de
générer la production d’espéces radicalaires oxygeénées qui sont potentiellement
toxiques pour les membranes cellulaires, qu’il s’agisse des membranes
plasmiques (qui bordent les cellules) ou des membranes des différentes
organelles intra-cytoplasmiques comme les mitochondries, le réticulum
endoplasmique granulaire, et I’ADN. Cette attaque membranaire peut conduire a
la destruction cellulaire puis a ’atteinte tissulaire. Ainsi s’expliqueraient les
dommages créés par la surcharge en fer, lorsqu’elle est tout a la fois chronique
et intense, au niveau des différents organes cibles de ’hémochromatose tels que
le foie (en premicre ligne) mais aussi le pancréas, les gonades (chez I’homme)
ou le cceur. Ce rdéle du FPR, qui représente la forme toxique du fer circulant,
explique en grande partie que I’atteinte viscérale soit plus marquée dans les
hémochromatoses par hyperactivité de la ferroportine que dans celles marquées
par une hypoactivité ferroportinique; en effet, dans ce dernier cas, la saturation
de la transferrine étant abaissée, il n’est pas attendu d’émergence plasmatique de
FNLT ou de FPR. En outre, la localisation macrophagique du fer est reconnue
comme prédisposant moins la cellule a la toxicité du fer que la localisation
parenchymateuse. [112, 115, 116]
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1-2)- Hepcidine et hémochromatoses héréditaires

Deux ans apres la découverte de 1’hepcidine puis de son role en tant
qu’inhibiteur de l’absorption intestinale du fer et de son recyclage par les
macrophages, plusieurs équipes ont établi que 1’hepcidine était présente a des
quantités inappropriées au regard de la surcharge en fer de 1’hémochromatose
liée a HFE a la fois chez la souris et chez I’homme [60,122, 123, 124, 125].
Alors que certaines équipes trouvent des taux d’ARNm hepcidine diminués dans
les souris KO Hfe comparées a des souris sauvages [122, 123, 124], un autre
laboratoire a montré que I’hepcidine est présente a des taux comparables dans
les souris KO Hfe et les souris sauvages [125]. Ces différences peuvent
s’expliquer par les fonds génétiques et les ages diffeérents des souris étudiées. 11
existe une controverse quant a la production d’hepcidine dans les souris
invalidées pour le géne codant pour la B2-microglobuline (souris KO R2m). Les
taux d’ARNm hépatiques d’hepcidine sont retrouvés augmentés en réponse a la
surcharge en fer [42] ou, a I’instar des souris KO Hfe, non modifiés par rapport
aux souris controles [126] dans les souris KO R2m.

Dans le méme temps, Roetto et al. ont identifié pour la premiére fois des
mutations dans le géne HAMP chez des patients atteints d’hémochromatose
juvenile [127]. Par la suite, il a été démontré, a la fois chez la souris et chez
I’homme, que I’hepcidine est produite de facon inappropriée dans
I’hémochromatose liée a RTf2 [128, 129] et a HJV [130, 131]. Les niveaux
d’hepcidine semblent corrélés avec la gravité de la surcharge en fer. En effet,
dans les hémochromatoses liées a HFE ou RTf2, les niveaux d’hepcidine
peuvent étre diminués, mais restent présents en quantités non négligeables alors

que dans les hémochromatoses juvéniles les niveaux d’hepcidine (urinaires chez
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I’homme [88, 131, 132], ARNm de foie chez la souris [130]) sont tres bas voire
indétectables. L’hepcidine serait donc le déterminant commun de ces
hémochromatoses pouvant expliquer la gravité de la surcharge suivant les taux
résiduels d’hepcidine dans 1’organisme, laissant supposer un role de I’hepcidine
dans la physiopathogénie de 1’hémochromatose génétique (Figure 30). Dans le
modeéle des souris hémochromatosiques Hfe-/-, une équipe a montré que la
surcharge martiale pouvait €tre prévenue par un apport d’hepcidine laissant
suggérer la possibilit¢ d’un traitement thérapeutique préventif de
I’hémochromatose héréditaire [125].

Ces résultats permettent de proposer un rdle régulateur de HFE, RTf2 et

HJV dans I’expression hépatique du géne hepcidine en réponse a une surcharge

en fer (Figure 31). [133]

116



FER

Hémochromatose

HEPCIDINE

Anémie
inflammatoire

N

HJ HC
Absorption intestinale
e 212 | 24
Relargage du fer par
les macrophages 127 2
p Surchurge en | Surcharge en
Phenotype ler sévere fer moderce

S\

Anémie, déhicience en fer des

GR

Figure 30. Interrelation du fer et de [’hepcidine dans [’étiologie des

hémochromatoses et de |’anémie chronique inflammatoire [131].

HJ : hémochromatose juvénile ; HC : hémochromatose classique ; GR : globules rouges
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Figure 31. Schéma de régulation du métabolisme du fer via HFE, RTf2, HJV et
[’hepcidine. [134].
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2)- Hepcidine et autres surcharges en fer

2-1)- Surcharge en fer secondaire

Lorsque I’organisme est incapable de produire des GR de fagon suffisante,
une réaction a cette dysérythropoiése est souvent une hyperabsorption de fer
intestinale. Les souris hpx, modele classique de dysérythropoiése par mangue
d’apport de fer aux précurseurs érythroides, augmentent ainsi leur absorption
intestinale provoquant une surcharge en fer secondaire dans les tissus. Il a éte
montré que, dans ces souris, 1’expression des genes hepcidine est réprimeée alors
que le foie contient une grande quantité de fer. Cette diminution de 1’hepcidine
pourrait €tre a I’origine de 1’augmentation de 1’absorption intestinale.

Les surcharges en fer d’origine hématologique regroupent des maladies trés
hétérogénes chroniques acquises ou congénitales au cours desquelles la
surcharge en fer n’est pas due a un déficit primaire du systéme de régulation du
fer mais est secondaire a une hyper absorption intestinale du fer secondaire a la
dysérythropoiese. C’est la suppression de la production de I’hepcidine induite
par D’érythropoiése inadaptée ou anormale qui entraine la surcharge. Le
mécanisme précis n’est pas complétement €¢lucidé mais pourrait étre régulé par
des facteurs erythroides : Growth differentiation factor 15 (GDF15) ou la
twisted grastulation (TWSG1). Il s’ajoute a ce phénomeéne un apport excessif de
fer par les transfusions €rythrocytaires, 1’organisme humain ne dispose pas de
moyens physiologiques d’éliminer ce fer apporté en excés. Le systéme réticulo-
endothélial récupére le fer issu de la sénescence physiologique des globules
rouges pour le reutiliser. Chaque concentré érythrocytaire transfusé apporte
environ 200 mg de fer et au terme de 20 concentres erythrocytaires le systeme

réticulo-endothélial est saturé et une surcharge en fer apparait. Le mécanisme
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physiopathologique de la surcharge en fer d’origine hématologique (encore

nommeée iron loading anemia) est résumé sur la Figure 32. [135].

Ferissu des

Erythropoiése transfusions

inefficace

Facteur erythroide
GODF157
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/ ~

Augmentation de
I'absorption intestinale
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Consequences
Cliniques

Figure 32. Mécanisme physiopathologique de la surcharge en fer post-

transfusionnelle. [135].

Un exemple de surcharge secondaire en fer est la thalassémie. C’est une
maladie génétique hétérogene due a des mutations dans les genes codant pour la
globine [136]. La précipitation des chaines de globine non appariees entraine la
production de GR anormaux qui subissent rapidement une hémolyse. Les
patients sont donc anémiques et I’anémie est souvent accompagnée d’une
surcharge en fer due a I’hyperabsorption intestinale [137] et aggravée par le
traitement par transfusions. Or, il a ét¢é montré que dans les souris [-
thalassémiques, les taux d’ARNm de [I’hepcidine sont diminués. Cette

diminution de I’hepcidine a également été décrite récemment au niveau des taux
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d’hepcidine urinaire chez des patients thalassémiques [88]. Ainsi la diminution
de I’hepcidine pourrait également étre la cause de I’hyperabsorption secondaire

observée dans la thalassémie.

2-2)- Surcharge en fer liée a I’alcool

La consommation excessive d’alcool est connue pour entrainer dans
certains cas une surcharge en fer dont 1’étiologie est mal connue [138]. Plusieurs
équipes, cherchant a expliquer les causes des surcharges en fer observées par
une prise exagérée d’alcool ont regardé I’expression de 1’hepcidine. Ces équipes
ont pu démontrer par différents modeles murins ou par 1I’étude d’hépatocytes en
culture que le traitement a 1’alcool diminue I’hepcidine, et donc, que I’hepcidine

pourrait &re impliquée dans 1’apparition de la surcharge en fer [139, 140].

3)- Hepcidine et anémies
3-1)- Anémies ferriprives

L’anémie par carence en fer ou anémie ferriprive est une maladie acquise
trés fréquente qui peut étre due a une carence alimentaire en fer ou des pertes
sanguines importantes. Chez des patients atteints d’anémie ferriprive, il a été
montré une diminution des taux d’hepcidine urinaire [141]. Il s’agit sans doute
d’une réaction de I’organisme pour pallier le manque de fer. Cette diminution de
I’hepcidine n’est pas associée a une surcharge en fer car, dans ce cas, il n’y a pas
de défaut de I’érythropoiése et le fer supplémentaire est utilisé pour produire des
GR. Cette anémie ferriprive se caractérise par une diminution de la ferritine

sérique, reflétant la diminution des réserves en fer de 1’organisme (Tableau VI).
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Une anémie ferriprive est retrouvée egalement chez des femmes athlétes, le
métabolisme du fer étant perturbé par 1’exercice physique intensif [142]. Une
¢tude récente montre qu’il existe bien une augmentation de 1’hepcidine urinaire
chez des femmes athletes un jour apres un marathon pouvant expliquer

I’apparition de 1’anémie ferriprive [143].

Tableau VI Variations des parametres sériques lors de |’anemie chronique

inflammatoire et [ 'anémie ferriprive. [144]

Variables sériques Anemie chmr!ique Anémie feriprive Patients wfc Ies deux
inflammatoire types d anemies
Fer \ \ \
Transferrine \ 4 normal 7 \
Saturation .de la \ \ \
transterrine
Ferritine normal a 2 \ \ a normal
RTF soluble (RTFs) normal 7 normal a A
RTfs/log ferritine faible (<1) eleve (»2) eleve (>2)
Niveuu::t des p norml p
cytokines
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3-2)- Anemies chroniques inflammatoires.

Le fer est un élément crucial pour la prolifération des pathogeénes, et les
bactéries ont développé une batterie de protéines pour récupeérer le fer des hotes.
L’apparition d’une anémie est un phénomeéne tres fréquent dans des maladies
inflammatoires ou cancéreuses. On parle d’anémie chronique inflammatoire.
Ces anémies dites inflammatoires sont par leur fréguence la deuxieme cause des
anémies acquises, aprés les anémies liees a une carence en fer. Elles se
différencient de ces derniéres essentiellement par la ferritine qui reste normale
voire augmentée (Tableau VI), ce qui témoigne de réserves en fer non
diminuées : la rétention du fer dans les macrophages conduit a la diminution de
I’activité des IRP et a ’augmentation de la traduction de la ferritine. L’¢lévation
de la ferritine peut étre également liée a une augmentation de la transcription du
gene par les cytokines inflammatoires. Contrairement aux anémies ferriprives
qui se traitent par apport de fer, I’apport de fer a des patients présentant une
anémie inflammatoire n’améliore pas leur ¢état. L[’anémie chronique
inflammatoire est une anémie modérée, normochrome et normocytaire au début.
On suppose que ’addition de plusieurs mécanismes conduit a cette anémie :

- une diminution de la durée de vie des GR ;
- une diminution de la synthese d’érythropoiétine (EPO) ;
- une différenciation érythroblastique anormale ;
- une séquestration du fer dans les macrophages.
Tous ces mécanismes peuvent étre declenchés par les cytokines produites lors de
I’inflammation (Figure 33) [144].
Or, ’expression de 1’hepcidine est induite par les cytokines inflammatoires

(voir Régulation de I’hepcidine). Il était donc tentant de proposer un rble de
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I’hepcidine dans [’installation de DI’anémie chronique inflammatoire. Si
I’hepcidine n’agit pas in vivo comme un réel peptide antimicrobien, elle
participe, grace a son action

hyposidérémiante, a lutter contre les infections / inflammations en réduisant le
fer libre indispensable aux organismes pathogenes ou aux cellules cancéreuses
en prolifération.

L’augmentation de I’hepcidine dans des situations d’inflammation, a en
croire les effets du peptide, pourrait donc conduire a une diminution du fer
sérique par rétention du fer macrophagique et une inhibition de 1’absorption
intestinale du fer. C’est en effet le cas puisque un laboratoire a retrouvé une
réduction de 50% du fer sérique aprés I’injection de turpentine a des souris,
réponse qui est perdue lorsque la turpentine est injectée a des souris déficientes
en hepcidine [145]. Ces résultats suggérent que 1’augmentation de 1’hepcidine
dans I’inflammation pourrait contribuer a 1’établissement des dérégulations du
métabolisme du fer observées au cours des anémies des maladies chroniques
chez ’homme (Figures 33 et 30).

Deux ¢études récentes chez ’homme vont dans ce sens. Dans une cohorte de
patients atteints de glycogénose de type 1 et présentant une anémie, Weinstein et
al. ont mis en évidence un adénome hépatique produisant des quantités
anormalement élevées d’ARNm hepcidine [45]. La résection chirurgicale de
I’adénome chez ces patients a permis de normaliser les paramétres sanguins ce
qui est fortement compatible avec un effet de I’hepcidine dans le blocage
intestinal et macrophagique du fer. Enfin, Nemeth et al. et Kemna et al. ont
mesuré, directement cette fois, les taux urinaires d’hepcidine et ont montré que
ces niveaux sont plus éleves chez des patients atteints de diverses anémies

chroniques inflammatoires [102, 141].
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Figure 33. Schéma de [’interaction du métabolisme du fer et de ['inflammation.

[144].

L’implication de HFE, RTF2 et HJV dans la régulation de 1’hepcidine lors
de I’inflammation a également été 1’objet de nombreuses ¢tudes. Le réle de Hfe
n’est d’ailleurs pas éclairci et semble dépendre du fond génétique de la souris
étudiée, du type de stimulus utilisé et/ou de la cinétique appliquée. Ainsi Roy et
al. ont induit des souris Hfe-/- au LPS et ne retrouvent pas I’induction de
I’hepcidine ni I’hyposidérémie observée dans les souris sauvages 1,5 heure

aprés 1’injection. Ils concluent donc que Hfe est impliquée dans la régulation de
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I’hepcidine lors d’une inflammation provoquée par injection de LPS. D’autres
équipes n’observent pas de changement de la réponse des geénes hepcidine 6
heures aprés traitement au LPS [146] ou 16 heures aprés traitement par
I’adjuvant de Freund [147] chez des souris Hfe-/- et pensent donc que Hfe n’est
pas essentielle a cette régulation. L’étude de la réponse a I’inflammation des
souris Kl Tfr2 et de la réponse de lignées hépatiques a 1’IL-6 apres diminution
d’HJV par traitement par des siRNA (petits ARN interférents) dirigés contre
HJV [148] ont montré également que RTf2 et Hjv ne semblent pas requises pour
la régulation de I’hepcidine au cours de I’inflammation. Dans les souris KO Hjv,
la réponse de I’hepcidine a I’inflammation est présente mais réduite par rapport
aux souris controles [130], suggérant que Hjv est importante pour I’expression

basale des genes hepcidine.
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4)- Hepcidine et thérapeutique

Les perspectives thérapeutiques ouvertes par la découverte de I’hepcidine
sont considérables et constituent une étape importante dans le domaine des
maladies de I’homéostasie du fer (insuffisances ou surcharges) qui touchent des
dizaines de millions de personnes dans le monde. L’utilisation de I’hepcidine, de
ses agonistes ou de toute substance stimulant sa production devrait dans le futur
pouvoir constituer un traitement logique des surcharges en fer primaires telles
que les hémochromatoses(l’avenir thérapeutique, en cas d’hepcidinodéficience,
est la supplémentation en hepcidine soit par I’administration de molécules
d’hepcidine de synthése —qui font I’objet d’une recherche active- soit par
stimulation « endogene» ciblée de la cascade moléculaire conduisant a la
synthése hépatique de 1’hepcidine. [112].). Ces molécules pourraient aussi étre
bénéfiques dans les surcharges secondaires comme les thalassémies ou les
anémies réfractaires par insuffisance de production de globules rouges. Chez les
patients thalassémiques, 1’hyperabsorption digestive du fer, conseéquence de
I’érythropoiese inefficace, est souvent aggravée par la transfusion répétée de
globules rouges indispensables pour la survie des patients. Pouvoir disposer de
molécules inhibitrices de 1’absorption intestinale de fer pourrait ici constituer un
traitement de choix puisque le seul traitement disponible face a une surcharge en
fer trop importante, est I’administration de molécules chélatrices du fer par voie
intraveineuse, qui est souvent tres difficile a supporter pour le patient. De plus,
son efficacité est parfois limitée.

Les cancers, les maladies inflammatoires chroniques (connectivite, lupus,
polyarthrite rhumatoide, etc.), les infections chroniques sont le plus souvent
associés a une forme d’anémie inflammatoire caractérisée par une séquestration
du fer dans les macrophages, une diminution du fer sérique et de la transferrine

127



circulante, et une diminution de I’absorption intestinale. Ces anémies aggravent
considérablement 1’état général des malades et, comme cela est bien démontré
dans le cas des cancers, diminuent [’efficacit¢é des traitements.
L’ hyperexpression du géne de I’hepcidine joue un role essentiel dans ce type
d’anémies inflammatoires. Par conséquent, des antagonistes de 1’hepcidine
constitueraient le traitement, la encore logique, de ce type d’anémies

inflammatoires. [6].
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CONCLUSION
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Depuis plusieurs années, se posait la question du régulateur hormonal du
métabolisme du fer. Avec la découverte il y a quelques années de I’hepcidine,
peptide de 25 acides aminés produit par le foie, et trouvée dans le sang, dont la
fonction est d’inhiber 1’absorption intestinale et le relargage macrophagique du
fer dans le sang, c’est un véritable changement dans la fagon d’appréhender
cette régulation du métabolisme du fer qui s’est opéré.

Tout d’abord, la protéine HFE qu’on tenait pour responsable, par son action
au niveau du duodénum, de [I’hyperabsorption intestinale du fer dans
I’hémochromatose, s’est vu reléguée au rang de régulateur de I’expression de
I’hepcidine au niveau du foie. Ensuite I’ensemble des maladies associées a une
perturbation du métabolisme du fer (hémochromatose héréditaire, surcharge en
fer secondaire, anémie chronique inflammatoire) peuvent pour la plupart
s’expliquer par des dérégulations de 1’hepcidine. Ceci entrainant finalement de
nouvelles perspectives diagnostiques et thérapeutiques pour toutes ces maladies

qui touchent des dizaines de millions de personnes dans le monde.
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RESUME

Titre : METABOLISME DU FER, IMPLICATION DE L’HEPCIDINE DANS
SES PATHOLOGIE.

Auteur : MOUSSA DIHI.

Mots clés : Métabolisme du fer —Hepcidine — Hémochromatose — Anémie.

Le fer intervient dans de nombreuses fonctions biologiques. Le maintien d’un
niveau adéquat de fer ainsi que sa bonne repartition dans 1’organisme et dans les
cellules sont possibles grace a des mécanismes de régulation systémiques et
cellulaires. Le controle systémique du metabolisme du fer fait intervenir
I’hepcidine. Elle régule en permanence la concentration et la biodisponibilité
plasmatiques du fer en controlant, par son interaction avec la ferroportine la
libération de fer dans le plasma.

Le controle de la production d’hepcidine met en jeu plusieurs voies de
régulation : les protéines (HFE, TFR2 et I’hémojuvéline), et les BMPs.

Des mutations du géne codant I’hepcidine, ou de certains des genes
impliqués dans le contrdle de son expression, sont responsables de la survenue
des hémochromatoses. Une hyperexpression de 1’hepcidine, observée au cours
des maladies inflammatoires chroniques, favorise I’apparition secondaire d’une
anémie.

Une baisse de I’expression de 1’hepcidine est observée lors d’hypoxie et
d’anémies.

L’approfondissement des mécanismes de régulation de D’expression de
I’hepcidine et une meilleure connaissance de son impact en pathologie devraient
permettre de définir de nouvelles méthodes diagnostiques et de nouvelles cibles

thérapeutiques dans le cadre des pathologies liées au métabolisme du fer.



SUMMARY

Title: IRON METABOLISM, IMPLICATION OF THE HEPCIDIN IN THESE
PATHOLGY.

Autor: MOUSSA DIHI

Keywords: Iron Metabolism— Hepcidin — Hemochromatosis - Anemia

The iron intervenes in numerous biological functions. The preservation of an
adequate iron level as well as its good distribution in the organism and in the
cells are possible thanks to systematic and cell mechanisms of regulation. The
systemic control of the metabolism of the iron brings in the hepcidin. It regulates
permanently the plasmatic concentration and the bioavailability of the iron by
checking, by its interaction with the ferroportin the iron liberation in the plasma.

The control of the production of hepcidin involves several ways of
regulation: proteins (HFE, TFR2 and the hemojuvelin), and BMPs.

Mutations of the gene coding the hepcidin, or some of the genes implied in
the control of its expression, are responsible for the occurrence of
hemochromatosis. A hyperexpression of the hepcidine, observed during the
chronic iflammation diseases favors the secondary appearance of an anemia.

A reduction in the expression of the hepcidine is also observed during
hypoxia and during anemia.

The deepening of the mechanisms of regulation of the expression of the
hepcidin and a better knowledge of its impact in pathology should allow of
define of new diagnostic methods and new therapeutic targets within the
framework of the pathologies bound to the metabolism of the iron
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