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Introduction

C!On a beau avoir une santZ de fer, on finit toujours par rouiller.!E [Jacques PrZvert]

Mars est le dieu de la guerreet du fer car ce
mZtal,rZsistantet robuste ZtaitutilisZ pour les armeset
armures.Ainsi, pour ce qui contientdu fer, on utilise
|OadjectifC!martial!Epn parleradonc dOunesurcharge
martiale lorsque le fer sOaccumule dans IOorganisme.

Le fer constituele clur de notre planete Terre.
Au niveaude IQorganismeget ZIZmentest essentielau
fonctionnementle nombreusegnzymegqui utilisent sa
capacitZ selier ausoufre.ll permetZgalementle fixer
IOoxygenesur IOhZmoglobindesglobulesrouges.ll est
donc au centre du fonctionnement de notre organisme.

Le fer est prZsentsous deux formes!: le fer
ferrique(F€"), insoluble,et le fer ferreux(F€*), soluble.
Cettederniere forme esttres rZactive elle peutsOavZrer
agressive,comme le dieu qui reprZsentde fer, et
entra’nda formationde radicauxlibres parla rZactionde

Fenton(F&" + H,0, -> F&' + 'OH + OH). COest

pourquoi,dansiOorganismeen situationphysiologique,

le fer libre F&* estrare.On le retrouvele plus souvent
oxydZetliZ " desprotZines!dansla circulation,liZ ~ la transferrineet dansla cellule,liZ " la
ferritine.

En IOabsencde rZelle voie dOexcrZtiomlu fer (les pertesde fer se font par la
desquamatioet les saignements)Oorganismeoit rZgulerfinementsonentrZede fer afin de
compensejuste la pertede fer quotidienne soit 2 mg sur les 20 mg disponiblesdansune
alimentationnormale.Pendant#0 ans,ce mZcanismele rZgulationdu mZtabolismelu fer est
restZinconnu.De meme, les protZinepermettantOentrZdu fer au niveaudu duodZnurmme
sont connues que depuis peu.

Le laboratoiredanslequeljOaicommencZnathese venaitde mettreen Zvidenceque
IOhepcidingyn peptideisolZsurla basede sespropriZtZsantimicrobiennesgjpuait un r™leclZ
dansle maintiende |IOhomZostasiki fer et reprZsentaiprobablemenle rZgulateurecherchZ
depuisplusieursannZesJOadonc voulu, au coursde ma these, conna’treles mZcanismes
dOactiomle cettenouvellehormonedu mZtabolismelu fer. Je me suis plus particulisrement
intZressZau r™legue pouvaitjouer IOhepcidindansla causda plus frZquentede surcharge

’ lllustration: Mars, Dieu dela guerre Diego Rodriguezde Silvay VeltzquezHuile surtoile.
1640. 179 x 95 cm. Museo del Prado, Madrid.



enfer innZechezlOhommelOhZmochromatob&@rZditairdiZe ~ HFE. Pourcela,jOautilisZ

les modelesmurinstransgZniquedZveloppZgar le laboratoireet crZZde nouveauxmodsles
adaptZs aux nouvelles questions qui se posaient.

Apres I0expositiordu voyagedu fer ~ traverslOorganismge vous dZtaillerailes
donnZesxistantessur les protZinesmpliquZesdansce mZtabolismeNous verronsensuite

commentsemaintienttOhomZostasiki fer et les dZsordresnZtaboliquesbservZsjuandces
mZcanismes sont perturbZs.



1) LOabsorption, IQutilisation, le recyclage et le stockage du fer

LOabsorption intestinale de fer

Le fer alimentaireestabsorbZau niveaude la partie proximalede IQintestirgrele, le
duodZnumLe duodZnunestconstituZde villositZset de cryptes.Les cellulesde la villositZ,
les entZrocytessontresponsablede IQabsorptiointestinaledu fer. Elles sontissuesde la
diffZrenciationde cellulessouchesituZesau niveaude la crypteet acquierentleurspropriZtZs
absorptivesau coursde leur migrationle long de la villositZ. Les entZrocytesZnescentsont
exfoliZsdansla lumiere intestinale(Figure 1). On estimeque IOZpithZliunintestinal se
renouvelle ainsi en 3~ 5 jours.

Figure I" L#absorptionintestinale du fer

Le fer est absorb$ au niveau du duod$num par les ent$rocytes situ$s au sommet des villosit$s
duod$nales"Dans la lumi%reintestinale&le fer non h$minique est d#abordr$duit probablement par
Dcytb&puis transport$ par DMT!" Le fer h$minique serait pris en charge par le transporteur HCP!&et
d$grad$ par l#h%me'oxyg$nas€HO)" Dans l#ent$rocytedle fer peut&soit *tre stock$ dans la ferritine&
soit transport$ par la ferroportine vers le plasma"ll est ensuite oxyd$ par l#h$phaestineavant d#*tre
pris en charge par la transferrine (Tf) circulante"

Le contenuenfer desalimentsesttres variable(Tableaul). Dansles paysdZveloppZs,
le rZgimealimentairecontienten moyennel0~ 20 mg de fer parjour. Surces10” 20 mg
seuls10% serontensuiteabsorbZswu niveaudu duodZnumgCettefaible proportionestdue
dOuneart™ unerZgulationde IOabsorptioan fonction desbesoingvoir plusloin) et dOautre
part ~ la biodisponibilitZ du fer qui est tres variable suivant les aliments.

Le fer prZsentanslOalimentatioestsoit liZ ~ IOhemé(forme hZminique)facilement
assimilable(15 "~ 35% sontabsorbZs)soit sousforme non hZminique essentiellemendans
lesvZgZtauxplus difficile ~ absorbel2 ~ 20 % absorbZs)Le rZgimenormalchezIOhomme
estconstituZmajoritairemente fer non hZminiqueJe fer hZminiqueprovenanturtoutde la
myoglobineet deIOhZmoglobinieouvZesianslesviandes Danslesdeuxcas,le fer estoxydZ
(F€*"). LOabsorptiodu fer non hZminiquepeut-stre facilitZe par la prZsencelansle bol

_ " JOutilis¢e termedOh=mepour dZsigner la fois la forme rZduiteFe*-protoporphyrindX etla forme
oxydZe F&-protoporphyrine IX (hZmine).




alimentairedOacid@scorbiqueou inhibZepar les tannins(dansle thZ, le cafZ,le vin) ou
IQacide phytique (dans les IZgumes, le riz).

19
17,3
12,5
11,8
10,9
8,6
8,4
7,2
6,2
6,1
5,8
55
55
4,5
3,5
3,1
3,1
3,1
2,5

0,370,5
0,04

Tableau !" Exemples de teneur d#alimentsriches en fer

Le fer non hZminiqueest dansun premier tempsrZduit par la rZductaseDcytb
(Duodenakytochromeb) puistransportZ traversla membranepicalede|OentZrocytearle
transporteurtransmembranaireDMT1 (Divalent Metal Transporterl) (Figure 1).
LOimplicatiorde Dcytb danslOabsorptiomtestinalede fer a rZcemmenZtZremiseen cause
par la crZationde souris knock-out (KO) Dcytb qui ne prZsentenpas de dZficienceen
fer[140] (voir Tableau5). Les rZservesen fer non altZrZeschez ces souris pourraient
sOexpliquesoit par une compensatiorde IQactivitAZductasepar la productionendogene
dOascorbafeetteproductionestspZcifiquede la souris,on nela retrouvepaschezlOhomme),
soit par la prZsencele molZculesantioxydanteslansle rZgimealimentairedessouris, soit
enfin par la prZsence dOune autre rZductase qui reste " identifier.

LOabsorptiodu fer hZminiquesefait probablementia un rZcepteuspZcifiquesituZ”
la membranepicalede |IOentZrocytéJCP1(HemeCarrier Proteinl), qui a ZtZidentifiZ tres
rZcemmenpar une Zquipeanglaise[341]LOhemefixZ ~ sonrZcepteusseraittransloquZ
|QintZrieude la cellule puis dZgradpar IOenzyméeme-oxygZnas€HO). Le fer ainsilibZrZ
rejoindrait le pool de fer internalisZ via DM{HBigure 1)

Une fois dansla cellule, le fer peut etre stockZdansla ferritine ou transportZde
nouveauau p™IdasolatZraversla circulationsanguingarle transporteutransmembranaire

Pour plus dOinformationsur chaquemolZculecitZe, veuillez vous rZfZrerau chapitre G!MolZcules
impliguZes dans le mZtabolisme du fer!'E
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ferroportine.Dansle sang,la transferrine(Tf) qui peutlier deuxatomesde fer permetde
vZhiculerle fer danstout IOorganismeRourcela, le fer doit stre prZalablemendxydZparla
ferroxydasehZphaestinsituZesur la membranebasolatZralele IOentZrocyteFigure 1, pour
revue sur [Oabsorption intestinale de fer, voir[241, 260]).

DessourisdZficientegpour les protZinesmpliquZesdansce transportbasolatZratiu
fer du duodZnun(sourissla, poursexlinked anemiamutZegpourIOhZphaestine[373puris
KO spZcifiquedansle duodZnunde la ferroportine[74])prZsententoutesune anZmie En
effet, commenousle verrons,la moelleosseusejui produitles globulesrougesestle premier
organeaffectZpar une dZficienceen fer. Danscessouris,|IOanZmiestaccompagnZdOune
surchargeen fer entZrocytairequi confirme leur implication dans|Oexportdu fer de
|OentZrocyte (voir augsbleau

LOutilisation du fer via le cycle Tf/RTf

Le ferliZ " la transferringholotransferrineholoTf ou Tf-Fe,) estcaptZparlescellules
via le rZcepteur la transferrinel (RTf1). Les cellulesutilisent ce fer pour synthZtiserde
nombreusegrotZinesontenanun ou plusieursatomesde fer. CesprotZinessontimpliquZes
dansdiversmZcanismesellulaires,maisles propriZtZdiZesau cycle dOoxydorZductiaiu fer
enfont un mZtalde choix pour permettrde transfertdOZlectrordansla cha’nerespiratoirela
catalyse, le transport et le stockage de IOoxygene ou bien le transpor{Tab@u 2)

Autres protZines

ProtZines ~ heme ProtZines Fe-S
contenant du Fe

Catalyse Catalyse Transport et stockage du

catalases, protZine heme-thiolate, oxydorZductases, fer

peroxydases aconitases ferritines, transferrines
Transfert dOZlectrons Transfert dOZlectrons Catalyse

Fonctions cytochromes ferredoxines, protZine oxygZnases

Transport et stockage dOD Rieske

globines

Transport de NO
nitrophorine

[2Fe-25]
Heme a Ex : ferrochZlatase,
Ex!: cytochrome c oxydase adrenodoxine, protZine
Rieske
Heme b [4Fe-4S]
Ex!: globines, nitrophorine, Ex : endonuclZase llI,
Types de cytochromes b aconitases
Heme c
centre Ex!: cytochromes ¢
Heme d
fer Ex!: catalases, cytochromes d
Heme d1
Ex!: cytochrome cd1 nitrite rZductasg
Heme o
Ex!: cytochrome o oxydase
Heme P460
Ex!: hydroxylamine oxydorZductase
Tableau +" Exemples de prot$ines de mammif%res contenant du fer

Pour les prot$ines Fe'S& voir la revue,!-+."

Le complexeTf/RTf1[45] pZnstredansla cellule par endocytosele fer estlibZrZdu
complexedanslOendosomiardif ~ la faveurdOurpH acide,puis esttransfZrAde |Oendosome
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versle cytosol probablementr¥%ocau transporteuDMT1[97] (Figure 2). Tres rZcemment,
par I0Ztudee sourisanZmiquesim1504 a ZtZidentifiZeuneferrirZductasendosomalejui
seraitresponsablée la rZductiondu fer liZ ~ la Tf avantle transportransmembranairde ce
fer par DMT1 dansles prZcurseursZrythroedes. STEAP3 (pour Six-Transmembrane
Epithelial Antigen of the Prostate)[291]La Tf libZrZede sonfer, IQapo-transferrin@poTf),
et son rZcepteursont ensuitetous deux recyclZs” la surfacecellulaire (Figure 2 et pour
revue[151]).Le recyclageestun phZnomeneomplexefaisantintervenirun grandnombrede
molZculesLOunaOentrellesvient dOstreclairementidentifiZegr%.cau clonagepositionnel
du gene responsablelu phZnotypede sourismutantesdites dZficientesen hZmoglobineles
sourishbd. Le gene en questioncode pour une protZineimpliqguZedansiOexocytosees
vZsiculesSec1511[228] Sa mutation chezla souris entra’neun phZnotypeparticulier de
dZficit relatif enfer dansle proZrythroblasteansdZficit enfer systZmique[393).e r™lexact
jouZ par la protZine mutante Sec15I1 dans IQacquisitionde ce phZnotypereste "
dZterminer[228, 392].

Figure +" Endocytose du fer li$ / la Tf par RTf

L#holotransferrine (Fe,'Tf) est reconnue par le r$cepteur de la transferrine (RTf) (en vert) / la surface
de la cellule" Le complexe RTf'Fe, Tf subit une endocytose dans une v$sicule recouverte de clathrine”
Dans l#endosomeé& la faveur d#unpH acide&e fer se dissocie de la transferrine" Le fer serait r$duit
ensuite par une ferrirfductase& probablement STEAPOdans les pr$curseurs $rythroldes&puis
transport$e vers le cytoplasme par DMT!" Le r$cepteur et I#apo'transferrine (Apo'Tf) sont finalement
recycl$s par fusion de la v$sicule / la membrane plasmique de la surface cellulaire”

LOinteractiodela Tf avecsonrZcepteuestutilisZedansun grandnombrede cellules
(en particulierles cellulestumoralesqui proliferent beaucoup)Elle ouvre desperspectives
thZrapeutiquesintZressanteset est maintenant utilisZe pour la dZlivrance de
drogues/mZdicamentdQintZrieudescellules[227] Parexemple le gallium ¢ ’Ga"* Zmetun
rayonnemengammaqui lui confere despropriZtZsanti-tumoraleset ce mZtalestcapablede
se lier " la Tf qui le transporte jusquOaux cellules cibles.
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DOautres formes dOacquisition du fer par les cellules ont ZtZ dZcrites!:

acquisition du fer non liZ " la Tf (Non Transferrin Bound Iron, NTBI)[17, 166]
- acquisition de IOholoTf par une voie indZpendante de RTf1[354]
- acquisition de la ferritine mZdiZe par un rZcepteur[119]

- enfin, la dZcouvertede la capacitZde la molZculeNGAL " transporterdu fer
pourraitZgalementtre unenouvelleforme dOacquisitiodu fer, essentiellemergn
situation dOinflammation[402]

frythropoeese et synthese de IOhZmoglobine

LOorganeonsommanta plus grandequantitZde fer (80% du fer transportdarla Tf)
estla moelleosseus®e« sedZroulelOZrythropoess&lle a ainsibesoinde 20 mg de fer par
jour pour pouvoir produireles 200 milliards de nouveauxglobulesrougesnZcessaireau
transport et au stockage de IOoxygene.

$ frythropoesse

E partir desquelquescellulessoucheshZmatopo«Ztiqug€SH) de la moelle osseuse
sontformZsplusieurslignagescellulairesen fonction dessignauxet facteursde croissance
resus par les CSH (conduisant™ la formation de lymphocytes,macrophagescellules
dendritiquesneutrophilespolynuclZairesplaquettesglobulesrouges).Jene parleraiici que
de la diffZrenciationZrythroede|OZrythropoesseui estla plus grandeconsommatricele fer
pour son incorporation dans IOhZmoglobine.

On peut dZfinir trois stades dOZrythroposese au cours du dZveloppement :

- 1OZrythroposesgrimitive qui a lieu dansles "lots sanguingdu sacvitellin (au 7™
jour de vie embryonnairechezla souris).Cette ZrythropoesseestindZpendante
dOunsignal ZrythropoeZtine(EPO) et conduit = la formation de larges
Zrythroblastes possZdant un noyau, appelZs mZgaloblastes!:

- 10Zrythropoess@Zfinitive estmarquZear uneforte prolifZrationdesprogZniteurs
Zrythroedes dans le foie fital (1T jour de gestation chez la souris)!;

- 10Zrythropoessadultequi se caractZrisgar la migration des CSH du foie fital
vers la moelle osseuse.

Les CSH sOengagemntans une voie de diffZrenciationmyZlosdepour former un
progZniteumultipotentappelZCFU-GEMM (Colony Forming Unit-GranulocyteErythrocyte
MegacaryocyteMacrophage)LOengagemente ce progZniteurmultipotentdansla voie
ZrythroededZpenddOuneombinaisorde facteursde transcriptionet en particulierdu facteur
GATA-1. Les CFU-GEMM se diffZrencientalors en progZniteursrestreintsZrythrosdes
prZcocegBFU-E pour Burst Forming Unit-Erythroid, nommZsainsi pour leur capacitZ’
gZnZrerde larges colonies Zrythroedesn vitro, voir Figure 3B) puis en progZniteurs
Zrythroedesardifs (CFU-E pour Colony Forming Unit-Erythroid, nommZsainsi pour leur
capacitZ gZnZrede petitescoloniesZrythroedesn vitro, voir Figure3B). Les progZniteurs
Zrythroedessubissentensuite une forte prolifZration associZe” la diffZrenciationen
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ZrythroblastesjusquOaustade Zrythroblastepolychromatophile.La maturation des
Zrythroblastepolychromatophilesersle staderZticulocytenOespasaccompagnZdOune
forte prolifZration.La phasefinale de maturationconsiste” expulsere noyauet dZgradetes
organellesntracellulaires Au coursde la maturationJes prZcurseur&rythroedesoientleur
taille diminuer, leur contenuen hZmoglobineaugmenteet leur chromatinese densifier.La
diminutiondela taille sepoursuitlors dela sZnescenagesglobulesrouges(GR appelZsiussi
hZmatieu Zrythrocytes)Figure 3A). Ainsi, un GR jeune,un rZticulocyte a unetaille plus
grandequOurGR sZnescente qui semanifestepar uneaugmentatiorde la taille globulaire
moyenngMCV pour MeanCellular Volume) lorsquelOZrythropoessestaccrue(pour revue,
voir[352)). E I0inverseen casdOZrythropoessgrefficace,la taille desGR estplus petite car
peude rZticulocytessontformZs,on parledOanZmimicrocytaire La forme dOunZticulocyte
puisdOurZrythrocytenormalestcelle dOunlisquebiconcavejls ont peudOorganelléaternes
et sont essentiellement composZs dOhZmoglobine.

Figure 0" 2rythropol%se

A" Les stades de I#$rythropol%seont figur$s par des cellules uniques avec leur morphologie
pr$sum$e"HSC: Cellule souche h$matopolstique ; BFU'E : Burst Forming Unit'Erythroid ; CFU'E :
Colony Forming Unit'Erythroid ; Pro EB: Pro'$rythroblaste ; BasoEB : $rythroblaste basophile ; Poly
EB : $rythroblaste polychromatophile; ORTHO EB : $rythroblaste orthochromatophile ; RBC: Red
Blood Cell& $rythrocyte ou globule rouge"

B" Photos des colonies form$es / partir de prog$niteurs BFU'E (Burst Forming Unit'Erythroid ) ou
CFU'E (Colony Forming Unit'Erythroid) en culture semi'solide"

LOZrythropoeesestfinementrZgulZelefason ~ ce quele nombrede GR produitssoit
enadZquatioravecles besoinsen oxygene destissuspZriphZriquesEn effet, une production
insuffisantede GR conduit”™ |IOanZmiet une productiontrop importantede GR, appelZe
polyglobulie, entra’neune augmentatiorde la viscositZdu sangpouvantconduire™ des
thrombosesCetterZgulationest essentiellemenbasZesur un ZquilibreentreprolifZration-
survieet apoptoseles deuxrZgulateurgositifs majeursde IO Zrythroposessontle StemCell
Factor (SCF) et I0ZrythropoZtinEPO). Le SCF, fabriquZde fason constitutive par les
cellulesstromalesde la moelle osseuseselie ~ sonrZcepteulC-kit et induit la survieet la
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prolifZration des progZniteursZrythroedesen synergieavec notammentle GM-CSF et
|Ointerleukine!(IL)-A.OEPGstle rZgulateuprincipal de IOZrythropoeesgui permetiui aussi
de protZgeiles progZniteur&rythroedesle la mort par apoptoseLOEPGestproduitepar les
cellulesinterstitiellesdu cortexrZnalet saproductionestfinementcontr™|Zgarla tensionen
oxygene qui dZpencelle-memedu nombrede GR produits.ll existeunevZritablerZgulation
endocrinede IOZrythropoeeséia IOEPQentrelesreinset la moelle osseuséFigure4). Ainsi
uneforte corrZlationestretrouvZeentrele tauxdOhZmoglobiret le taux dAOEPCLe rein estla
principalesourcedOEPO;Oespourquoiun sujetayantsubi une nZphrectomi@stincapable
dOaugmenteson Zrythroposesdace” une situationdOanZmide. OEP(peut Zgalemenstre
produitepar dansle foie par les hZpatocytet cellulesde Ito. LOZtudele la rZgulationde
IOEP@ar la teneuren oxygene a conduit™ I0identificatiordesfacteursde transcriptionHIF
(Hypoxia InducibleFactor).HIF estun dimere constituZde deuxsous-unitZ# et" . La sous-
unitZ# estrZgulZeparIOhypoxielen normoxie,HIF-# selie " la protZineVHL (von Hippel-
Lindau) et estrapidementlZgradZear le protZasomaprssubiquitination!;en hypoxie, HIF-
# eststabilisZeet peutalorsselier ~ la sous-unitZ etdOautresrotZinecommep300pourse
fixer surles HRE (Hypoxia ResponsiveElement)prZsentslansle promoteurde sesgenes
cibles.LOZrythropoessestaussirZgulZepositivemen{(systemerZnineangiotensinelL-3, IL-
6) ou nZgativement (Tumour Growth Factor (TGFyaspases) par dOautres facteurs.

Figure 3" R$gulation endocrine de #$rythropol%sear I#EPO
pO+ : pression d#oxyg%ne dans le sang"
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$ Synthese de IOhZmoglobine

Le fer consommzar la moelle osseusesert essentiellemernt la synthesedOheme,
groupemenprosthZtiquelelOhZmoglobinesponsabléela fixation delOoxygendFigure5).
LOhZmoglobindes GR circulant reprZsenteenviron 60 ~ 70% du fer total prZsentdans
IGorganismd.a synthesede IOhZmoglobineZcessiten effet la productioncoordonnZele
IOhemeet desglobinesqui la constituent(Figure 5). Les Zrythroblastescquisrentle fer °

partir dela Tf (voir chapitreprZcZdent)js possedenpour celaunegrandequantitZde RTf ~
leur surface.

Figure 4" Structure de l#h$moglobine humaine adulte (#+"+)
L#h$moglobine(a) est constitu$e de 3 cha5nedle globine (+ chaSnest# et + cha5nes') portant chacune
un groupement prosth$tique h%me (b) contenant un atome de fer"

Les genescodantpour les cha’nesle globinessontorganisZschezIOhommen deux
clusters!:le locus# qui contientle gene embryonnaireéet les deuxgenesadultes#, etle
locus" qui contientlesgenesg& ¢, ,! et" (Figure6A). LOhZmoglobinehangeen effetde
compositionau coursdu dZveloppemerit la suitedeschangementdOexpressidiC!switch!E)
desgenescodantpourlescha’nesle globinespendantestrois stadesiOZrythroposegEigure
6B). Un premierswitch a lieu lors de la transitionde I0Zrythroposesembryonnaire(sac
vitellin) ~ I0Zrythroposes@Zfinitive (foie fital)!: le gene delOhZmoglobinitale estexprimZ
au dZtrimentde celui de IOhZmoglobinembryonnaire.Le deuxieme switch, entre
IOhZmoglobinditale et adulte, a lieu pendantla pZriode pZrinatale.Ces rZgulations
dOexpressiate genessontdZpendantedu LCR (LocusControl Region)prZsenenamontdu
cluster" globine et dOHS4@zonedOhypersensibilitZla DNAse 1) en amontdu cluster#
globine(Figure6A). Au coursdu dZveloppemergt de la diffZrenciationZrythroposZtiqudes
genessontexprimZssZquentiellementles genesexprimZsprZcocemergontceuxsituZspres
du LCR et les genes adultes se trouvent en 30 (pour plus de dZtails, Joir[346]
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Figure 6" Synth%sedes cha5nesde globine

A" Les deux clusters de g%nescodant pour les globines sont situ$s sur les chromosomes !6 et !I!I" La
composition des h$moglobines embryonnaires&f7tales et adultes est donn$e dans le cadre entre les
clusters

B" Graphique repr$sentant les quantits des diff$rentes chaSnesde globines au cours du
d$veloppement" Le lieu de synth%se des globines est indiqu$ en dessous

La synthesede IOhemeestpartagZalansdeuxcompartimentsle la cellule, le cytosol
et la mitochondrie(Figure 7). La premisre Ztapea lieu dansla mitochondrie!:” partir de
glycine et de succinylCoA,IOALA(! -aminolevulinatesynthasdorme IOALA. Cetteenzyme
est prZsentesousdeux formes, une forme Zrythroede eALAS ou ALAS2, qui prZsentda
particularitZ dOstresensibleau fer via le systeme IRE/IRP (voir chapitre C!Systeme
IRP/IRE!E) et une forme ubiquiste, ALAS1 dont IOexpressiogZniqueest rZprimZepar
|IOhemeCetteZtapeestlOZtapkmitante dela biosynthesede IOhemgFigure7). Desmutations
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dugene eALASsituZen Xp11.21entra’nenthezlOhommeneanZmiesidZroblastiqudiZe au
chromosomeX. Chezcespatients,le fer ne peutetre incorporZdanslOhemeet sOaccumule
dans la mitochondrie (OMIM nj301300).

LOALA est ensuiteexportZde la mitochondrie.LOassemblagiu tetrapyrroleet la
dZcarboxylatiomlescha’neswuxiliairesontlieu dansle cytosol.Les Ztapedinalesde synthese
de IOhemese dZroulentdansla mitochondrieavecnotammentiQincorporationlu fer par la
ferrochZlatasérigure 7)

Des mutationsdansles genes codantpour les enzymesimpliquZesdansles Ztapes
finales de la synthesede IOhemeconduisent IOaccumulatiode porphyrines.l existeainsi
plusieursformesde porphyriediZes™ la dZficiencede diffZrentesenzymes!les porphyriedes
plus frZquentessont liZes” desmutationsdansle gene codantpour IQuroporphyrinogen
dZcarboxylase;Oedh porphyriecutanZ§OMIM nj176100)et”~ desmutationsdansle gene
de la ferrochZlatasegOesla porphyrie ZrythroposZtiqu€OMIM nj177000).Dansles deux
cas,|Oaccumulatiode porphyrinesdansla peauou dansles tissussous-jacentgntra’neune
photosensibilisation accrue.

% Les anZmiessidZroblastiquesont un groupe hZtZrogsnedOaffectionsicquiseset innZesqui se
caractZrisenpar la prZsencele sidZroblastedansla moelle osseusel es sidZroblastesontdesGR immatures
contenanidesmitochondriessurchargZesn fer (sousla forme de ferritine mitochondriale) La forme la plus
couranted®anZmisidZroblastiquénZeestdue”™ desmutationsdansle gene ALAS20u eALAS La formela plus
courante dDanZmie sidZroblastique acquise est le syndrome myelodysplasique.

18



Figure -" Biosynth%sede #h%me

ALA : !'aminolevulinate ; ALAS: !'aminolevulinate synthase ; PBG : porphobilinogen ; UPG:
uroporphyrinogen ; CPG: coproporphyrinogen ; PPG: protoporphyrinogen” A : ac$tyl ; M : m$thyl ;
P : propionyl ; V : vinyl

Il est™ noterquerZcemment ZtZidentifiZ un exporteurde IOhemeappelZFLVCR
(pourFelineLeukemiaVirus subgroupC Receptor)gui pourraitjouerun r™lemportantdans
le contr™ledu contenuen heme des prZcurseurZrythroedes[316]Son r™leexact reste
nZanmoins dZfinir. De plus, destranscritsde la ferroportine,exporteurdu F&*, ont ZtZ
retrouvZstres rZcemmentansdes lignZesZrythroede$0]. La prZsencalOexporteurde
diffZrentesformesde fer dansles prZcurseurgrythroedessuggerentque cescellulessont
capablege faire sortir du fer en exces et dOZviteainsi la formation de radicauxlibres ~
|OintZrieude la cellule. Cette capacitZdesprZcurseur@rythroedes faire sortir du fer est
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asseznattenduecar on considere habituellemengue cescellulesconsommentout le fer
quQelles contiennent pour la synthese dOhZmoglobine.

En casde dZficienceenfer, la synthesedOhZmoglobirestperturbZeles GR produits
contiennentlors moinsdOhZmoglobirgui leur donneleur couleur,on parlealorsdOanZmie
hypochrome.

Le recyclage du fer!: IOZrythrophagocytose

Nous IOavonsu, les Zrythrocytescirculantscontiennentune grandequantitZde fer
(presque2 g sur les 4 g totaux de IOorganisme)Afin que ce fer puissestre rZutilisZpar
IOorganismees macrophagephagocytentes globulesrougessZnescentsiont la durZede
vie estde 120jourschezlIOhommest exportentensuitele fer, cOedOZrythrophagocytogeP)
(Figure 8)

Figure 8" 2rythrophagocytose et recyclage du fer

Lesglobules rouges (GR) s$nescentssont phagocyt$s par le macrophage"lls sont d$grad$set&/ |#aide
de #h%mexyg$nase (HO)&le fer est lib$r$ de I#h$moglobine"D#autresvoies possiblesd#entr$edu fer
dansle macrophage impliquent le complexe HFE'" +m'RTf! et le complexe haptoglobine’h$moglobine
circulant qui selie au r$cepteur CD!60 et subit I#endocytose'L#h$moglobineest d$grad$e par HO pour
lib$rer le fer" Le fer est alors&soit stock$ dans la ferritine& soit recycl$" Il est ainsi export$ par la
ferroportine puis oxyd$ par la c$ruloplasmine (CP) circulante avant d#*tre pris en charge par la
transferrine (Tf) circulante”

Les GR sZnescents sont reconnus par les macrophages gr¥oce "

- IOexternalisation de la phosphatidylsZrine " la surface des GR!;

- la peroxydation des lipoprotZines membranaires suite au stress oxydatif!;
- la perte de rZsidus sialiques!;

- la formation de nZoantigenes de sZnescence.

Le GR sZnescent,phagocytZ par le macrophage, se retrouve dans
IO Zrythrophagolysosomiee complexeenzymatiqueformZ par la NADPH-cytochromec
rZductaselOheme-oxygZnase{HO-1) et la biliverdine rZductaselZgraddOhemeen CO
(monoxydede carbone),fer et bilirubine. Les sourisKO HO-1 ne sont pascapablesde
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recyclerle fer desGR, suggZranun r™lessentielOHO-HansIOEPToutefois,on remarque
que,danscessouris,|Ohemeestquandmeme dZgrad£n fer, peut-stre par compensatiompar
HO-2[315](voir Tableau 5)

Deux hypothesessont Zmisesquant” la destinZedu fer suite” la dZgradatiorde
IOheme:il seraitsoit transfZrZau cytosol via un transporteurNramp (Natural resistant
associatednaccrophagerotZin)lou 2 (cOest-"-dirdMT1), soit, IOhemeayantdiffusZ
traversla membraneplasmiquede IOZrythrophagolysosome fer seraitlibZrZdirectement
dansle cytosol.Le fer estensuitestockZdansla ferritine et/ouexportZdansla circulationpar
la ferroportineoe il peutde nouveausefixer ~ la Tf apres oxydationparla cZruloplasmine
(CP) (pour revud19, 188]) (Figure 8). Il sembley avoir deux phasede sortie du fer des
macrophageapres EP!:unephaserapidedansles quelquesheuresqui suiventtOERet qui fait
sortir deuxtiers du fer et une phaseplus lente qui impliqueraitle dZstockagelu fer de la
ferritine[94]. LOEPpermetainsi de recyclerle fer principalementpour rZalimenteren fer
IO Zrythropoeeseifin dOZtudieles mZcanismegncorepeu connusintervenantdansIOEP,
|IOZquipele F. Canonne-Hergaua rZcemmentnis au point un modele dOZtudde IOERen
utilisantdesmacrophageg]iffZrenciZs partir de moelleosseusele souris,incubZsavecdes
GR murins dont la concentration intracellulaire de calcium a ZtZ augmentZe[67].

LOZrythrophagocytosdieu essentiellementiansla pulperougede la rate mais pas
seulementEn effet, dessourisayantsubi unesplZnectomiae voient pasla durZede vie de
leur GR augmentetaissantsuggZregueles macrophagede la moelleosseuset les cellules
de Kupffer (macrophageslu foie) sont capablesde compenseta pertedesmacrophages
splZniques pour IOEP[13].

Ce sontainsi 80 ~ 90% desGR qui sont ZliminZspar voie extravasculairgar les
macrophagesissulaires.Les 10~ 20% restantsubissenune hZmolyseintravasculairequi
entra’nda libZrationdOhZmoglobirgansle sang.CettehZmoglobineselie ~ IOhaptoglobine
circulante.Le complexehaptoglobine-hZmoglobirestensuitecaptZpar les macrophagequi
possedentun rZcepteurspZcifiquede IOhaptoglobinele CD163 (Figure 8), et par les
hZpatocytepar un mZcanismesncoreinconny84]. Ainsi, tres peudOhZmoglobiriére est
retrouvZedansle sang.ll peutarriver nZanmoingjue dansdessituationsde forte hZmolyse
(par exempledansles thalassZmids |OhZmoglobinae puissestre entisrementtitrZe par
|IOhaptoglobined.OhZmoglobinse dissociealors dansle sanget peut stre filtrZe par le
glomZrulevia le rZcepteumZgaline-cubilineu dZgradZapres liaison avecdesprotZinegie
transport de IOheme par le foie (voir ci-dessous).

Le stockage du fer

Le site majeurde stockagedu fer estle foie (1 g). Le foie estun organequi assurede
multiples fonctionsvitales!: syntheseet sZcrZtionde la bile, mZtabolismelessucres,des

* La thalassZmiestune maladiegZnZtiquénZtZrogenadue”~ desmutationsdansles genescodantpour
la globine.La thalassZmiest™ modede transmissiorautosomiqueZcessifLorsquequeles genesmutZscodent
pourla cha’ne# globine,on parle d&-thalassZmieDe la meme manisre, on parlede " -thalassZmig@our des
patientsmutZspour la cha’ne"[335]. La prZcipitationdes cha’nesde globine non appariZesentra’nela
production de GR anormaux qui subissent rapidement une hZmolyse.
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lipides et desprotZinesle dZtoxification,stockagede la vitamine B12... Le foie re«oit deux
systemesvasculairesaffZrents!{e sangarrive aufoie parla veineportehZpatiqueyui contient
les ZIZmentsligZrZsau niveaudu duodZnurret par |OarterehZpatiqueriche en oxygene (O,).
Le sangpasse” traversles lobules hZpatiqueset le sangeffZrentest acheminZpar les
sinusoedesvers la veine centrolobulaire.La bile produite par les hZpatocyteslansles
canaliculesbiliaires suit un chemininverseet estrZcoltZepar les canauxbiliaires pour stre
stockZepuis sZcrZtZ@ar la vZsiculebiliaire. 1l existeainsiun gradientdO@ entrelOespace
portecomposAiela veineporte,de |OarteréhZpatiqueet du canalbiliaire, riche ennutriments
et oxygene, et la veine centrolobulaire(Figure 9a) Le parenchymehZpatiqueest formZ
dOhZpatocytdsntrelestravZesiOhZpatocytadansles sinusosdespn trouveles macrophages
du foie, appelZsellulesde Kupffer (Figure 9b), descellulesendothZliale®t les cellulesde
Ito (impliquZes dans la synthese du collagene).

Figure 9" Structure du foie

a) Le foie est constitu$ de lobules h$patiques en forme d#hexagoned$limit$s par six espacesportes et
une veine centrolobulaire

b) L#espaceorte est constitu$ du canal biliaire&d#unebranche de I#art%rén$patique et d#unebranche
de la veine porte" Le sang circule dans les sinusoldeshordant les trav$es d#h$patocyteset se d$verse
dans la veine centrale ou centrolobulaire”

Le foie estcapabledOaccumulde fer liZ ~ la ferritine pour empecherla circulation
dOuné&rop grandequantitZdefer libre. Cefer iZ ~ la ferritine estfacilementmobilisableet les
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rZserveshZpatiquesontutilisZesen casde carenceen fer (suite™ une perteimportantede
sang ou " un rZgime pauvre en fer).

Le fer parvientjusquOatfoie parlOespageorteprincipalemensousla forme dOholoTf.
Mais, nous IOavonsvu, les hZpatocytessont capablesde rZcupZrerles complexes
haptoglobine-hZmoglobinpar une voie encoreinconnue.LOhZmoglobineomplexZe
|IOhaptoglobinet IOhemdiZ ~ I0albumin@uis”™ IOhZmopexingarle rZcepteui IOhZmopexine
sontpris enchargepar|OhZpatocytejaisles mZcanismesontmal connus LOhZmoglobinet
IOhemesont ensuitedZgradZgar IOhemeoxygZnaseLa bilirubine produite seraensuite
sZcrZtZe dans la b{leigure 10)

Une autreforme de fer, non liZ ~ la transferrineet appelZNTBI (Non Transferrin
BoundIron), peutZgalementtre rZcupZrZear les hZpatocytesCettederniere forme de fer
esttres toxiqueet ne seraitprZsentguOerasde surchargenartialepathologiqueunefois la
capacitZde liaison de la transferrinedZpassZeommelors dOunénZmochromatosévoir
chapitre C!HZmochromatose hZrZditaire!E)[212].

Les molZculesmpliquZesdanslOentrZet la sortiedu fer de IOhZpatocytee sontpas
clairementZtabliegFigure10). Pourle captagedu fer parlOhZpatocyten pensequele NTBI
seraittransportZ" traversla membranepar le transporteurDMT1[49, 360]. Se posele
probleme, dansce cas,de |Oenvironnemepermettante transportcar DMT1 estconnupour
nOagiguOla faveurdOumpH acide.De plus, la surchargeenfer observZelansdessouriskO
pourle gene codantpour DMT1 suggereque DMT1 nOegpasessentiehutransportde NTBI
de IOhZpatocyte[13%Yoir Tableau5). Le fer liZ ~ la Tf seraitcaptZ lui, parle rZcepteur
transferrine2 (RTf2). Ce derniera uneaffinitZ beaucoupmoinsforte pourlOholoTique son
homologueRTf1 maisil estprZsenen grandequantitZdansles hZpatocyted] a Zgalement
ZtZmontrZquebien quelOARNMRTT2 soitinsensibleaufer, les taux de protZineRTf2 sont
augmentZgarle fer[65, 173,322], contrairement RTf1 (rZgulZ)ui, nZgativemenparle fer
via le systeme|RE/IRP, voir C!SystemelRP/IRE!E).Une autre diffZrenceest que RTf2,
contrairement ~ RTf1, ne semble pas interagir avec HFE[390].

En casde carenceen fer ou lorsquedes patientsatteintsdOhZmochromatosent
phlZbotomisZgévoir plusloin), le foie estcapablede mobilisersesrZservesfin de satisfaire
les besoinsaccrusen fer pour IOZrythroposesé.a ferroportineestle seul exporteurde fer
cellulaireconnu” ce jour et reprZsentelonc un candidatpotentielpour IOexportle fer des
hZpatocytegFigure 10). Ainsi, IOabsencee ferroportinedansdessourisKO ferroportine
conduit ~ une accumulation de fer dans IOhZpatocyte[74].
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Figure I'" Entr$e et sortie du fer de l#h$patocyte”

Le fer non h$minique li$ / la transferrine (Tf) est capt$ par RTf! (qui interagit avec HFE) ou RTf+ puis
lib$r$ aprdesendocytose" Le fer non 1i$ / la transferrine (NTBI) pourrait *tre pris en charge
directement par DMT! via un m$canisme inconnu” Le fer h$minique est transport$& soit par
l#haptoglobine&soit par I#h$mopexine jusqu#/ [#h$patocyte" L#h$mopexine est reconnue par son
r$cepteur” Dans l#h$patocytedle fer h$minique est lib$r$ aproosd$gradation de Hh%mepar I1#h%me
oxyg$nase (HO)" Le fer est stock$ sous forme de ferritine"

La sortie du fer de I#h$patocyte en situation de demande accrue (ex : $rythropol%seaugment$e) est
encore mal connueé&elle pourrait impliquer la ferroportine et;ou un autre transporteur” Le fer export$
est oxyd$ par la c$ruloplasmine circulante (CP) et se lie / la transferrine"

Outre les hZpatocytes)es cellules de Kupffer constituent,comme les autres
macrophagetissulairesdesrZservoirgotentielsde fer du fait de leur capacitZd OERvoir ci-
dessus).
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2) MolZcules impliquZes dans le mZtabolisme du fer

ProtZinesde liaison du fer!: la transferrine (Tf), la lactoferrine et la lipocaline
neutrophile

$ Transferrine (Tf) (pour revue, voir[129]

La transferrinea ZtZdZcouverteen 1946 dansle plasmaet a dOabordtZappelZe
sidZrophilinepour son affinitZ pour le fer. Elle estcomposZeale 679 acidesaminZsqui
formentdeuxlobes,un lobe N terminalet un lobe C terminal. Chaquelobe peutlier union
ferrique (F€"). La conformationde la protZineest sensibleau pH!: ~ pH acide, le site de
liaison du fer sOouvrefacilitant la libZrationdu fer. Le gene prZsentain grandnombrede
polymorphismes tolZrZs dans la population avec 3 isotypes majeurs nommZs B, C et D.

La transferrineest principalementproduite” 10%.cgdulte par les hZpatocyte$6500
molZculegde Tf par cellule chezle raf163)). Il existeZgalementiOautresitesdOexpression
dugene Tfl: le cerveau83 molZculed cellule)etlestesticuleg114molZcules cellule)[163].
Pendante dZveloppemerfital, le gene Tf estfortementexprimZdansle muscleet lestissus
non-hZpatiquest non-nerveuxpuis Oexpressiodiminuelors du dZveloppementostnatal E
IOinversegdansle cerveau/e gene Tf estfaiblementexprimZ” la naissancet IOexpression
augmente avec |O%.ge jusquO™ atteindre un plateau " I0%.ge adulte[222].

SeulelOexpressionZpatiquede Tf estmodulZepar le contenuen fer chezle rat!: un
rZgimepauvreen fer augmentda transcriptionde Tf dansle foie sansmodifier IOexpression
extra-hZpatique[163]De meme, la synthese de Tf est induite par traitement aux
glucocorticoedesou aux Istrogenes. La Tf est Zgalementune protZinede la rZponse
inflammatoire, elle est diminuZepar les cytokines.Enfin, sOajouté cesrZgulationsune
rZgulationpositive en situationdOhypoxigr¥o.cé la prZsencele deuxsitesde liaison”™ HIF®
dans le promoteurfi332].

LOabsencde Tf circulantechez des patientsest tres rare (seulement8 patients
recensZglans 6 familles diffZrentes),cOestOatransferrinZmie[14gPMIM nj209300)
caractZrisZ@ar une anZmiemicrocytaireassociZ€ une surchargeen fer tissulaire.Les
patientssonttraitZspar destransfusionsanguinesll existeun modsle murin reproduisante
phZnotypela sourishypotransferrinZmiquiepx22]. Chezla sourishpx, la faible quantitZde
Tf circulanteestdue”™ unemutationnaturelleconduisant un dZfautdOZpissagke transcrit
issude ce gene mutZesttres instable[161359]. Les sourismeurentavantle sevragedOanZmie
sZvere. LOZtudde cessourisa permisde comprendrequel pourraitetre IOhistoiramaturellede
la maladie En absencele Tf, les prZcurseur&rythroedesie sontpasapprovisionnZsnfer, ce
qui entra’ndOanZmid.a surchargeenfer associZestdue,dOuneart™ IOaccumulatiodu fer

5 HIF estun rZgulateur-cl2nsituationdOhypoxieCOestin dimere HIF#/HIF" . HIF# nOegpasprZsent
dansune cellule en situationnormoxiquecar elle hydroxylZepermettantaliaison avecla protZineVHL qui
entra’neson ubiquitination puis sa dZgradatiordansle protZasomeEn situationdOhypoxieHIF# nOespas
hydroxylZeet peutinteragiravecp300et HIF" . Ce complexeHIF/p300selie aux Hypoxia Responsivé&Element
(HRE) prZsents dans de nombreux genes, en particulier le gene de IOEPO (voir paragrgpinepQse!E).

25



nonliZ"~ la transferringNTBI pour Non TransferrinBoundlron) danslesorganeset, dOautre
part,” uneaugmentatiorde IOabsorptiomtestinalede fer pour compensetOanZmie[56 e
modsle esttres utilisZ pour distinguerles rZgulationdiZes™ |OapparitiodOunanZmie des
rZgulationsonsZcutive$ unedZficienceenfer destissuspuisquecessourissontsurchargZes
en fer.

$ Lactoferrine (pour revue, voir[8p]

La lactoferrinefait partiede la famille destransferrinegpour revue,voir[205]). Elle
estcapablede lier le fer avecplus dOaffinitjuela Tf. Elle estretrouvZedansle lait, les
sZcrZtionsnuqueusesa sueuret les granulesdesneutrophilesLe gene du rZcepteude la
lactoferrineestexprimZparleslymphocyteset cetteexpressiorestassociZé |Qactivationles
lymphocytes Ainsi, la lactoferrinejoue un r™lémportantdansla rZponsémmunitaireen
rZgulanta prolifZrationet IOactivationleslymphocytesmaisaussidescellulesNaturalKiller
et desmonocytesLa lactoferrinea de plus uneactivitZ antibactZrienneviais elle ne semble
pasavoir de r™Mlessentiedansle mZtabolismelu fer car en absenceale lactoferrine(souris
KO lactoferrine) aucune perturbation du mZtabolisme du fer nOest observZe[387].

$ Lipocaline neutrophile (NGAL ou 24p3)

Les lipocalinesformentune famille de petitesmolZculessolublesavecune structure
tridimensionnelleconservZg8 feuillets " anti-parallsles,3 ~ 10 hZlices” 10extrZmitAl-
terminaleet unehZlice# en C-terminalJ403]. La lipocaline neutrophileNGAL (Neutrophil
GelatinaseAssociatedLipocalin) est une protZinede 25kDa. Elle est prZsentedansles
granulesde neutrophileset dans les cellules ZpithZlialesen rZponse™ des signaux
inflammatoires.NGAL a ZtZinitialementimpliqguZedansla diffZrenciationcellulaire, la
tumorigZneseet IOapoptoseSon r™ledansces diffZrentsmZcanismeseste” ce jour mal
connu.En 2002,uneZquipeamZricainea permisdOZtablique NGAL estcapablede selier ~
dessidZrophoréscontenantdu Fe* et chargZsZgativementContrairement la Tf et~ la
lactoferrine, NGAL nOespascapablede selier auxions fer directementarils sontchargZs
positivementLa liaison de NGAL ~ dessidZrophoreseraitspZcifiqueaux sidZrophoresle
type catecholate[127]Ainsi, NGAL produite dans une situation dOinflammatiorserait
capablede dZtournete fer utilisZ par les bactZrieset essentiel leur survie, elle auraitpar
cette propriZtZ une action complZmentaire " la lactoferrine.

Chezla souris,la protZineNgal estretrouvZedansun compartimenintracellulairede
progZniteurg pithZliauxdu rein diffZrentde celui os |IQorretrouvela Tf[402]. DesZtudesle
transportdu complexelipocaline neutrophile-sidZrophorent montrZ quOilexistait un
rZcepteupour NGAL auniveaudescellulesZpithZlialeslu rein[402]. Le rZcepteumurin de
Ngal vient tout juste dOstreclon471]. Le gene de ce rZcepteusemblestre exprimZdansun
grandnombredetissuset sasurexpressiomnansdescellulesconfirmentle r'™lede Ngal dans

f Les sidZrophoresontdesmolZculesde faible poids mVoIZcuIaireproduitespavr les microorganismes
pour chZlaterle fer ferrique (Fe”) avecune tres hauteaffinitZ et tre ensuitecaptZespar desrZcepteurs
spZcifiques.
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le transportdefer etlOapoptose[71Cesdeuxr™leseraienexclusifsenfonctiondela liaison
ou non de Ngal avec un complexe contenant du fer[71].

DessouriskO Ngal (ou lipocalin 2) sontnormaleset viablesquandellessontZlevZes
dansun environnemensanspathogenesce qui suggerequela lipocalinenOaurajpasde r™le
en situationnon pathologique En effet, le r™Mlede NGAL dansla liaison du fer en situation
physiologiqueimpliquerait IOexistencée sidZrophoresndogenes” IOorganismee qui,
jusquOmaintenantreste” montrer.Lorsqueles souris KO Ngal sontinfectZespar une
bactZrig(E coli H9049),ellesprZsententinebactZrZmiet unemortalitZplus ZlevZesjueles
souris contr™|es, confirmant leur r™|e antibactZrien[102].

Les rZcepteurs de la transferrine!: RTfl et RTf2

$ RTf1 (pour revue, voir[4]

Le rZcepteude la transferringlcodZpar le gene TFR1) estformZde deuxsous-unitZs
de 90 kDa chacunelnetige relie la partieglobulaireextracellulairede la partiemembranaire
de la protZine(Figure 11A). CetterZgionestun site de clivage!: apres protZolysepar une
sZrineprotZasediffZrentsfragmentsde RTf1 sontproduits.La partie extracellulairelibZrZe
dansle plasma.estappelZde RTf sZriqueou soluble(RTfs)[177] (Figure 11B). Cetteforme
solublecircule dansle plasmaliZe~ la Tf. Safonction estinconnuemaisun r™lgZgulateur
du RTfs a ZtZproposdermettantOajustemente |Oabsorptiomtestinalede fer et le relargage
du fer macrophagiqué1]. LOintZrstdu dosagedu RTfs dansle bilan martial est sujet”
controverse[48]CertainslOutilisentommeindicateurde IOZrythropoeeset desrZservesn
fer[20]. La quantitZde RTf1 sZriqueseraitproportionnell€’ la quantitZde RTf1 prZsents la
surfacedescellules,en particulierdesprZcurseur&rythroedesLorsquelOactivitZrythroede
augmenteet parl” le nombredOZrythroblastds, quantitZde RTfs augmenteDe meme, en
prZsence dOune carence en fer, la quantitZ de RTfs sOZleve.

Figure " Structure et produits de clivage de RTf!

A" Structure cristallographique du dim%re RTfl& / droite est figur$ un monom%re"

B" Produits de clivage de RTf!" TfR : RTfl ; mfTfR : fragment membranaire de RTf! ; sTfR: RTf!
soluble"
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LOaugmentatiote la productionde RTf1 en situationde privation de fer estliZe” la
prZsencale sZquencede rZgulationsur la partie 30non traduitede IDARNm Jes IRE!(Iron
Responsivélement):enabsencelefer, lesIRP (Iron RegulatoryProtein)selient aux IRE et
stabilisentiOARNMRTf1 ce qui entra’neune augmentatiorde protZinesproduites(voir
chapitreC!SystemdRP/IRE!E) La quantitZde RTf1 estZgalemensensible' 10ZtaprolifZratif
dela cellule!: plus unecellule prolifere, plus elle possedede grandesjuantitZsde RTf1 " sa
surface[294, 363]

Le gene codantpour RTfl estexprimZdansles globulesrouges,les prZcurseurs
Zrythroedes)es hZpatocytesles monocyteset les cellules formant la barriere hZmato-
encZphalique.

E pH 7,4,RTfl neselie quOla Tf liZe™ unou deuxatomedefer. Chaquesous-unitZ
de RTf1 estcapablede selier © HFE, HFE entranten compZtitionavec|OholoTfpour la
liaison ~ RTf1[122, 333] (voir paragraphe C!HFE!E).

LOacquisitionlu fer parles cellulesvia le cycle Tf-RTf1 (voir chapitreC!LOutilisation
du fer via le cycle Tf/RTfIE) joue un r'™leentraldansle dZveloppementar une absencale
RTf1 entra’naunelZtalitZembryonnairehezla sourisaustadeE10.5-E12.823]. LOZtudde
sourischimerescrZZe$ partir de cellulesES sansRTf1 injectZesdansdesblastocystesle
gZnotypesauvagepour le gene TfR1, a permisdOZtablique ce r™lesembleessentieburtout
pour la productionde celluleshZmatoposZtiqugx74]. En effet, ceschimeresnOonpasde
cellulesTfR1/- danslestissushZmatoposZtiqugsnoelle osseusetate, thymus)car de telles
cellules ne survivent pas, alors que les autres tissus contiennent des cellules sans RTf1.

$ RTf2 (pour revue, voir[363]

Le gene codantpour RTf2 (TFR2), clonZen 1999 par Kawabataet al.[178], est”
|Ooriginede deuxtranscrits,uneforme # de 2,9kb etuneforme" de 2,5kb. |l estprobable
quela forme" qui ne possedepasles exonsl, 2 et 3, reprZsenteine forme intracellulaire
solubledu rZcepteurLa forme# estmajoritairemenexprimZedansle foie et Zgalementlans
les prZcurseurgrythroedet les cellulesduodZnalegcrypteset villositZs)[65,135, 179],
alorsquela forme" estfaiblementexprimZedanstousles tissus[178] RTf2 estZgalement
exprimZparun grandnombrede lignZescellulairesdZrivZesle tumeurssolidesde diffZrents
tissus[65].

PlusieursZquipesont montrZquela quantitZde protZineRTf2 ZtaitaugmentZén vitro
partraitementde lignZescellulaires™ I0holoTf[65173,322] maispasaprestraitementau fer
nonliZ "~ la Tf[173, 322]. De plus, in vivo, lors dOunsurchargesnfer expZrimental¢rZgime
riche enfer) ou pathologique(souriskO Hfe, souristhalassZmiqueses taux de RTf2 sont
ZgalemenaugmentZs[322Cetteaugmentatiorde quantitZde protZineRTf2 nOespasliZe
uneaugmentatiomleIOARNmM[173322] maisseraitdue” uneaugmentatiomle la demi-viede
la protZine[173]CetterZgulationde RTf2 parle fer estdiffZrentede celle de RTf1. En effet,
IOARNMRTf2, contrairement celuide RTf1, ne possedepasde sZquenc¢RE (voir chapitre
C!SystemeRP/IRE!E).DOautrgart, alors que RTf1 estrZgulZnZgativemenpar le fer, la
surcharge en fer augmente la quantitZ de RTf2.
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RTf2 esthomologue™ RTf1 (45% dOidentitZt 66% de similaritZ dansle domaine
extracellulaire)naislie IOholoTavecuneaffinitZ 25 fois plusfaible.[178,390]. Enfin, RTf2
nOest pas capable de lier la protZine HFE.

LOimplicationde RTf2 dans IOhZmochromatodeZrZditairi85] (voir chapitre
C!'HZmochromatoskZrZditaire!Esuggere que RTf2 aurait un r™lede rZgulationde
IOhomZostasidu fer via la rZgulationde IOexpressiodu gene hepcidine[180,278] (voir
chapitre C!Hepcidine et dZsordres du mZtabolisme du fer!E).

Ferritine!: la protZine de stockage
(voir revues[11, 145])

La ferritine a ZtZcristallisZeen 1937 partir de rate de cheval(cOZtaila deuxieme
protZinecristallisZeapresla peroxydaseale raifort). La ferritine estformZede 24 sous-unitZs
detypesH (heavy,cha’ndourde)et/oulL (light, cha’ndZgere)(Figure12). ChaquemolZcule
de ferritine de 450 kDa peut sZquestrer jusquO” 4500 atomes de fer.

Figure !+" Proportion des sous'unit$s lourdes (H) et 1$g%res(L) composant la ferritine dans
diff$rents tissus

Leshomopolym%resde sous'unit$s H (H.sL.) et L (H. L.3) sont repr$sent$srespectivement en haut et
en basde la figure et les h$t$ropolym%resde contenu d$croissant en sous'unit$ H sont plac$sentre
les homopolym%res"Lestissus sont plac$sen fonction de leur quantit$ relative de sous'unit$s H et L /
droite de la figure (Ex : ferritine musculaire H .. L3& ferritine h$patique Hygly11)"

Seuledes sous-unitZ$1 sontcapablesiOoxydele fer, produisanf chaqueoxydation
du peroxydedOhydrogenegsomposzZZactif qui pourraitstre ~ IQoriginede la formation de
IOhZmosidZrir(goir ci-dessous)Lessous-unitZ& seraientapablesie formerdescentresde
nuclZationde fer plus facilementet doncde stockerplus de fer. Les cellulescontenantle la
ferritine riche ensous-unitZ& sontcellesqui sontchargZeslu stockagedu fer (hZpatocytes,
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macrophages(Figure12). Lesferritinesrichesensous-unitZ$ seretrouvenidansle ciur et
le cerveayFigure 12)

La ferritine sZrique souventutilisZeen clinique pour Zvaluetes stocksenfer ou IO Ztat
inflammatoire estcomposZessentiellemende sous-unitZ& dontunepartieestglycosylZe.
Elle estsZcrZtZgar les hZpatocyte®t les macrophagesmais son mode de sZcrZtiorest
encoremal connu.En effet, la ferritine ne contientpasde site consensusle type peptide
signal guidantla protZinedansla voie de sZcrZtionUne ZtuderZcentedansdeslignZes
hZpatomateusesnd” montrerque la ferritine sZriqueestissuedu meme transcritque la
ferritine cytoplasmiquest que,cOestu momentde la traductionde cet ARNm unique,sousla
dZpendancdOuriacteursZriquenon encoreidentifiZ, que se constitueun pool de protZines
destinZe cytoplasmique et un pool de protZines ~ destinZe de sZcrZtion[121].

Enfin, il existeuneformemitochondrialedela ferritine impliquZedansiOaccumulation
de fer retrouvZedansles anZmiessidZroblastiquegvoir paragrapheC!Erythropossseet
synthesede IOhZmoglobineR)1L9]. Cettetroisisme ferritine codZepar un gene de IODADN
nuclZaire possedele meme site ferroxydaseque la ferritine H et un site dOexporvers la
mitochondrie (voir revue[220]

LOhZmosidZringe trouve dansles tissus surchargZsen fer, elle estissuede la
dZgradatiorde la ferritine dansdeslysosomesLes lysosomesontenande IOhZmosidZrine
sontappelZsidZrosome<OedOhZmosidZrireuelOordZtectdorsquOofait unecoloration
de Perls au bleu de Pru&se

LOARNMdEe la ferritine contientdanssarZgion50UTRun IRE (Iron Responsive
Element).Cet ZIZmentde rZgulationest reconnupar les protZinesIRP (Iron Regulatory
Proteins)produitesen situationde dZficienceen fer qui se fixent sur IOIRE empechantla
traductionde la ferritine (voir chapitreC!SystemdRP/IRE!E).La ferritine H estZgalement
augmentZe par le fer par une activation de la transcription de son gene[391].

Les cytokinesinflammatoiresentra’nenune productionplus importantede ferritine
paraugmentatiorde la transcriptiondu gene codantpourla ferritine H et de la traductiondes
ARNmM desferritinesH et L[331, 358]. Ainsi, uneaugmentatiorde la ferritine sZriquenOest
pasforcZmentliZe ~ une augmentatiordes rZservesen fer, mais peut traduire, dansles
syndromes inflammatoires, une action directe des cytokines sur la synthese de ferritine.

Enfin, il est”™ noterquelOexpressiodu gene codantpour la ferritine H estdiminuZe
par IOoncogene c-myc[395]

DesmutationsdansliOIREdela ferritine L, ont ZtZretrouvZeshezdespatientsatteints
du syndromecataractehyperferritinZmie[18](OMIM nj600886 et revue[39]). Chez ces
patientsa ferritine L estproduitede faeon constitutiveet sonaccumulatiordansle cristallin
entra”’neune cataracte.DOautresnutationsde la ferritine L ont ZtZ dZcritescomme
responsablesde troubles neurologiquesapparaissant 10%.gadulte. Ces troubles

" Le principede la colorationde PerlsestbasZsur la libZrationdu fer de la partie protZiquegar un
traitementacide.LesionsferriquesrZagissenalorsavecle ferrocyanurede potassiunpourdonnerun prZcipitZ
couleur bleu de Prusse.
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neurologiquessont associZs™ une surcharge martiale dans le cerveau appelZe
C!neuroferritinopathie! E[5TPMIM nj606159et revug221]). Dansce cas, une ferritine L

anormaleestproduiteconduisant IQaccumulatiode fer solubletoxiquedansle cerveauDes
mutationsdanslOIREde la ferritine H sontassociZe$ unesurchargenartialemultiviscZrale
(foie, clur, rate, moelle osseuse) ~ transmission dominante[{@8]IIM nj134770).

LOabsencae ferritine H chezla sourisentra’neune|ZtalitZembryonnairemontrant
quelesdeuxsous-unitZ§ etH nesontpasredondantd81]. Les sourishZtZrozygoteBtH+/-
nOonpasde perturbationslu mZtabolismelu fer, mais,chezcessouris,on retrouveuneplus
grandequantitZde ferritine L probablemensuite” un mZcanismele compensatiorvia un
changemenlocal du fer intracellulaire[92] RZcemmentyne Zquipesuissea dZveloppZin
modele KO conditionnelde la ferritine H afin de pallier la |ZtalitZembryonnaireet dOZtudier
le r'™lade cetteferritine dansdiffZrentstissus[60] La dZIZtionestobtenuepar excisiondOun
fragmentgZnomiquede la ferritine H par une recombinaseCre inductible par IOinterfZron
(IFN) (Mx-Cre). E 10 semainesgessourisqui nOonpasde ferritine H dansle foie et la rate
et qui ont unediminution destranscritsdansplusieursautresorganespnt unediminution du
fer splZniqueet hZpatiqufs0]. Enfin, la diminution desstocksen fer nOentra’ngasdansces
souris dOaltZration des paramstres hZmatologiques[60].

Les transporteurs membranaires de fer!: DMT1, Nrampl, ferroportine

$ DMT1 (pour revue, sur DMT1 et Nrampl, voir[240])

DMT1 pourDivalentMetal Transportetl estappelZaussiDivalentCation Transporter
1 (DCT1)[138] Nramp2(Naturalresistancexssociateanacrophagerotein2[137] caril est
homologue 78% "~ Nrampl(voir plusbas))et Slcl1la2(Solutecarrierfamily 11 dela famille
destransporteursiOionsnZtaldivalentscouplZsaux protons).DMT1 estuneprotZine”™ 12
domainegransmembranairgsermettante transportdOurmgrandnombrede cationsdivalents
(aumoinsin vitro)!: F&*, Mn*, Ni**, Cco®*, Cd?*, Zn*, gr%océ un gradientde protons.Cette
protZinene peutdonc transportere fer quOla faveur dOurpH acide (lumisre duodZnale
contenantessucsgastriqgueou endosomecidifiZ). Elle nOespascapablede transportete
fer ferrique (F€™") ce qui nZcessitéa prZsencelOunéerrirZductasen amontde DMT1 (voir
paragraphe sur Clles ferrirZductases!E) caf'ledtable est rare car toxique.

DMT1 estun transporteuprZsentde fason ubiquiste,maisdontIDARNmestprZsent
en grande quantitZ dans le duodZnum de souris dZficientes en fer et dans le rein.

Il existequatreisoformesde DMT1. Deux isoformesdues” la prZsenceu non en
30UTRIOurron ResponsivéElement(IRE). LorsquelOIREestprZsent) DARNmMDMT1 est
soumis” une rZgulationpost-transcriptionnellgar le fer via les IRP (Iron Regulatory
Protein)!:en absencele fer, DARNMDMT1+IRE (isoformeportantlOIRE)eststabilisZet la
protZineproduite en plus grandequantitZ(voir chapitreC!SystemelRP/IRE!E).Les deux
autresisoformessontdues” IQutilisatiordOurpromoteuralternatifconduisant la formation
de premiersexonsdiffZrentsappelZsexon1A et exon1B[159]. La prZsencele [OexorlA, au
lieu de IOexonlB dansIOARNmM,participerait™ la rZgulationpar le fer de DMT1. Les
mZcanismes dOune telle rZgulation sont encore inconnus.
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LOexpressiode cesquatreisoformes(DMT1 1A +IRE, DMT1 1A -IRE (isoforme
sans IRE), DMT1 1B +IRE, DMT1 1B -IRE) est tissu spZcifique[{B&jure 13)

Figure 10" Expression des difffrentes isoformes de DMT! dans les tissus

RT'PCRutilisant des amorces sp$cifiques de chaque isoforme / partir d#ARNmde diff$rents tissus"
heart : c7ur& kidney : rein ; liver : foie ; lung : poumons ; spleen: rate ; testis : tesicules ; esophage:
7sophage ; stomach : estomac ; D!&D+&D0 : duod$num partag$ en trois parties&D! $tant la partie la
plus proxumale ; 4#end variants : isoformes difffrant par leur partie 4#; O#end variants : isoformes
diff$rant par leur partie 0#"

Le r'Mlede DMT1 a pu etre mis en Zvidencepar IOZtudee mutantsnaturelschezla
souriset le rat!: la sourismk (pour microcytic anemia)et le rat Belgrade(b) prZsententine
anZmiemicrocytairehypochromiquesZvereet peudOanimausurviventjusquOasevragell a
ZtZmontrZque danscesdeux modsles rongeursexiste une mutationdu gene codantpour
DMT1 convertissanta glycine situZeen position 185 (en prenantla numZrotationde
|Oisoforme. B) en arginine(G185R)[96,97]. La substitutionG185Rentra’neune mauvaise
localisationde DMT1 danslOentZrocyt®MT1 seretrouvant 10intZrieudela celluleaulieu
dOetré la surfaceapicalg36]. La mutationnOaffectpasseulementa fonctionde DMT1 au
niveaudu duodZnunpuisquelOadministratiode fer parentZral@e restaurepasla dZficience
enfer desglobulesrougesmontrantainsile r™Igrimordial de DMT1 danslOacquisitiomu
fer par les prZcurseursZrythroedes(voir chapitre C!LOutilisatiordu fer via le cycle
Tf/RTFIE)[115] La crZationde souriskO Slc11a2conditionneltissu spZcifiqueutilisant la
techniqueCre/LoxP a permisde confirmerle r™lgorimordial de DMT1 dansliOabsorption
intestinalede fer et dansle cycle Tf-RTf1 desprZcurseur&rythroedes[139]En revanche)a
prZsencelOunesurchargeen fer danscessourisindique que DMT1 nOespasessentiepour
|OentrZe du fer dans IOhZpatocyteft38met en cause le r'Mle de DMT1 dans IQacquisition du
NTBI par les hZpatocytes suggZrZ par IO0Zquipe de D. Trinder[49, 360]

RZcemmenbnt ZtZ dZcrits des patients prZsentandes mutationsdansle gene
SLC11AR167,258]. Cespatientsont uneanZmiesZvereet, contrairemenaux modelesmk et
Belgrade unesurchargeissulaireenfer. Il sembleque,chezcespatients)e dZficitde DMT1
au niveau duodZnalsoit compenszar dOautresoies dOentrZdu fer (augmentatiorde
|Oabsorptiodu fer hZminiquepar exemple)et quelOanZmisOexpliqupar uneZrythroposese
inefficace.La surchargeen fer associZestprobablementiZe au stockagedu fer non utilisZ
par les prZcurseursZrythroedes.Cette hypothese est renforcZepar IOexpZriencele
transplantatiorde cellulessoucheshZmatopo«ZtiquasO Slclla2dansune sourisirradiZe
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portantle gene sauvage!un dZfautuniquementiu niveauhZmatoposZtiqusuffit ~ reproduire
" la fois 10Zrythroposese inefficace et la surcharge en fer hZpatique[139].

$ Nrampl

Nrampl1(Naturalresistantassociateanacrophagroteinl) tient sonnomdu fait que
dessourismutZespour ce gene prZsententine susceptibilitZaccrueaux infections par des
pathogenesntracellulaires[371]Nramp1l,rZcemmentenommZeicllal(dela meme famille
queNramp2aliasDMT1), estuneprotZinetres hydrophobede 56 kDa, formant12 domaines
transmembranairegrZsenteexclusivementdans les monocyteset macrophages[371]
NramplestlocalisZedansles lysosomest les endosomesardifs et recrutZeapidement la
membranalesphagosomematuresLa transfectiordOunéignZede macrophagedZpourvue
de Nramplendogene(lignZeRAW264.7)avecdesconstructiongortantla sZquenceodante
de Nrampl a permis de dZmontrerson r™lede transporteurde fer au niveau du
phagosome[198414]. Ce transportpourraitse faire dansles deuxsens(vers|OintZrieudu
phagosome ou vers le cytosol) en fonction du pH.

$ Ferroportine (pour revue, voir[252]

DZcouverténdZpendammergar trois groupesdiffZrents,elle a hZritZde trois noms
diffZrents!:Ferroportinlou ferroporti{73], Iregl (Iron regulatedprotein 1)[249], MTP1
(Metal TransporteProtein1)[1], pour sOappelgrarla suite Slc11a3(solutecarrierfamily 11
member3) et Slc40al(solutecarrierfamily 40 memberl). COest cejour le seulexporteur
cellulaire de fer connu.

Satopographidde 9~ 12 domainedransmembranaires)[X0, 73, 232,249,252] etsa
prZsenceousforme de dimere[63] ou monomerd311] sontencoresujettes controverselLa
ferroportineestretrouvZedansle duodZnuni la membranebasolatZraleesentZrocytdd,
73, 249], faiblementdansles hZpatocytes[173], dansles macrophagedela ratd1, 400], des
poumons[400jet du foie[1, 73], dansle placenta[73249], dansle cerveald, 32], dansle
rein[1, 73] et dans le coeur[1]

La ferroportine,commela ferritine, porteun IRE dansla partie50OUTRle sonARNm
(voir chapitreC!SystemdRP/IRE!E) Il a ZtZmontrZ quOirvitro cetIRE estfonctionneldans
trois lignZescellulaires: HepG2 (lignZeshZpatomateuselzaCo2 (lignZe de carcinome
intestinal)et U937 (lignZelympho-monocytaire)[239]Tres rZcemmentil a ZtZdZcrit,dans
les cellulesZrythroedesiOexistencde transcritsalternatifsde la ferroportineavecdesformes
ne possZdanpas dOIRE Selonles auteurs la prZsencale cesformes dZpourvuesiOIRE
pourrait expliquer IOabsence de rZgulation de la ferroportine par le fer dans ces cellules[50]

Il sembleadmis que la ferroportineest produite en plus grandequantitZdansun
macrophagéraitZaufer, via uneaugmentatiorestaux dOARNmet uneaugmentatiore la
traduction,comme attendue,par le systeme IRP/IRE[189, 401]. En revanche,dansle
duodZnumla ferroportinesemblerZpondreessentiellemerit unerZgulationsystZmiquelus
quO'un stimuluslocal[37,43]. En effet, dansle duodZnumia ferroportineestaugmentZet
non diminuZeen situationde dZficienceen fer[105, 249]. CetterZgulationsystZmiquele la
ferroportinea ZtZZlucidZerZcemmenpar la dZcouvertalu r™lade IOhepcidinelOhepcidine
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est capablede lier la ferroportineet conduit”™ son internalisationet sa dZgradatiorex
vivo[277]. CesrZsultatsont, par la suite ZtZreproduitspar une autre Zquipe[77] et la
diminutiondestaux protZiquesle ferroportineparlOhepcidina ZtZretrouvZén vitro dansles
macrophages[66, 190]

Le traitementde macrophagesu lipopolysaccharidéLPS), entra’nanune rZaction
inflammatoire,conduit™ la diminution du taux dOARNRcodantpour la ferroportine[400]
Cettediminution de la transcriptionpar un mZcanismencoreinconnupourraitexpliqueren
partie la rZtentionde fer dansles macrophagesles patientsayantune inflammation (voir
chapitre C!Hepcidine et dZsordres du mZtabolisme du fer E).

Desmutationsdansle gene SLC40Alentra’nentOapparitioOunéZmochromatose
adulte " transmission dominante (voir chapitre C!HZmochromatose hZrZditaire!E).

DessouriskO Slc40alont ZtZcrZZeen utilisantle systemeCre/LoxPpermettantne
dZIZtionconditionnelledu gene[74]. La dZ|Ztiontotale du gene codantpour la ferroportine
danstouslestissusconduiten effet™ unelZtalitZembryonnaire?,5 jours apresla conception
(stadeE7.5),dZmontrante r™leessentietle la ferroportineau niveaudu dZveloppemenDes
sourisexprimantle gene Slc40aluniquementdansiOendodermextraembryonnairet le
placenta(par IOutilisatiordOuneourisMeox2-Crequi exprimela Cre danstousles autres
organes)onten effet viables™ la naissanceApres la naissancelOabsencée ferroportine
conduit™ [OapparitiodOunanZmieferriprive avecaccumulatiordu fer dansles entZrocytes,
les macrophage®t les hZpatocytesLa dZIZtionspZcifiquedu gene dansles entZrocytes
conduit,elle,” uneanZmieferriprive avecaccumulatiordu fer dansle duodZnummaisle fer
ne sOaccumulgasdansle foie ou la rate. CetteanZmieestrestaurZgar |Oadministratiode
fer parentZraleCetensemblelOexpZriencesontrele r™lessentiete la ferroportinecomme
exporteur de fer des cellules du parenchyme et des macrophages.

Les ferrirZductases!: Dcytb! et Steap3

$ Dcytb

La rZductasd®cytb (DuodenalCytochromeb ou Cybrdl)a ZtZclonZeen 2001[250].
Dcytb estune protZinemembranairgrZsenté la surfaceapicaledesentZrocytesElle est
ZgalemenprZsentalansle foie et la rate[207].Elle contientdeuxsitespotentielsde fixation
delOhemeElle esthomologueau cytochromeb561.La quantitZde Dcytb estaugmentZeans
le duodZnumde souris anZmiquegmodele hpx voir paragrapheC!transferrine!E¢t en
situation dOhypoxie[250], ou de souris en rZgime pauvre[Ed5e251].

Le r'™lede Dcytb danslOabsorptiomtestinalea ZtZrZcemmentemis en causepar la
crZationde souriskO pourcegene[140] Cessourisne prZsentenen effet pasdOanZmieu de
diminution desrZserveen fer commeon pouvaitsOyattendreet tel quelOorpeutiOobserver
chez les animaux mutZs pour le transporteur DMT1[96, 97, 139] (voir ci-dessus).

$ Steap3

Steap3 pour Six-TransmembranEpithelial Antigen of the Prostate3 (aussiappelZe
pHyde, TSAP6 et Dudulin2) a ZtZidentifiZepar I0Ztuddessourismutantesam1504comme
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la ferrirZductasendosomalémpliquZedansla capturedu fer apres endocytoseale IOholoTf.
Les sourisnm1504ont un phZnotypeplZiotropique(alopZcie jnfertilitZ m%o.lehydrocZphalie,
anZmienypochromiquenicrocytaire)due”™ unelargedZIZtiongZnomiqud41,6 Mb)[290]. Le
gene responsablde |OanZmisSteap3a ZtZidentifiZ par clonagepositionnelet sonr ™lalirect
aZtZdZmontrpardesexpZriencede restauratiorde |OanZmidessourisnm1504par|Oapport
de Steap3sauvage[291]Cette protZineest une protZinetransmembranaireontenantdeux
histidinescapablesde lier une molZculedOhemeet elle posssdeune activitZ ferrirZductase
NAD(P)H dZpendanteElle estsynthZtisZeansles tissushZmatoposZtiquest dansle foie
adulte.Dansle foie dessourisnm1504 le dZficit en Steap3estprobablementompenssar
dOautres rZductases.

Les ferroxydases!: la cZruloplasmine et IOhZphaestine

$ CZruloplasmine (CP, pour revue, voir[150])

La cZruloplasminestuneferroxydasecirculanteproduiteparle foie. La CP circulante
facilite, par safonction dOoxydatiodu fer, la sortiedu fer descellules.PurifiZeen 1948 par
Holmberg et Laurell, la cZruloplasmineest une protZine de couleur bleu ciel
(C!caeruloplasminelifient de caeruleusbleu ciel en latin) prZsentanune activitZ p-
phenylenediamin@xydase.Sa couleur vient destrois atomesde cuivre quOellecontient
essentiel$ sonactivitZ ferroxydase CetteactivitZnO&tZreconnuequden 960 par IOZquipe
de Curzon[58]puis par celle de Osaki,Johnsoret Frieden[293] La demi-viedela CP estde
5,5 jours dans le sang.

DanslOhZpatocyteeuxtranscritsde 3,7 et 4,2 kb sontissusdu gene codantpour la
cZruloplasmingFigure 14) et sontensuitetraduits pour former la protZinede 1046 acides
aminZssZcrZtZeansle sang.Les sourcesextrahZpatiquede CP sontmoins abondantes)
sOagitle la rateet despoumonsDe plus, dansle cerveatet lestesticulesja CP estproduite
sousuneformeancrZ€ la membraneparun groupemenGPI[103,303]. Cetteforme de CP
pourraitjouerun r™laansle transporidu fer ~ traversles barrisressZparante compartiment
sanguindu cerveauet descellulesgerminalesLa CP estZgalementiZtectabledansle sac
vitellin et le foie fital.

Il a ZtZ dZcrit IQexistencgossible de rZcepteursde la CP sur IOendothZlium
hZpatique[350¢t les cellulesde Kupffer[72]. La natureet le r™leexactsde cesrZcepteurs
restentnZanmoing dZfinir. CesrZcepteurpourraienttre impliquZsdansla clairancede la
CP.

Le taux sZriquede CP estaugmentZors dOun@nflammationsuite” I0augmentaticie
la transcriptiondu gene dansles hZpatocytesa CP est” cetitre une protZinede la phase
aigu' de IQinflammation[125]La synthese de CP est ZgalementaugmentZepar les
oestrogenesLa prZsencelOurZlZmenderZpons€ HIF dansle promoteurdu gene indique
que la CP est induite en situation dOhypoxie (voir note de bas de page ni5)[271]

Des faibles taux de CP sont dZtectZshez des patientsatteintsde la maladie de
Wilson[337] Cettemaladieestdue”™ une mutationdansle gene codantpour une ATPase
responsabla@u transportdu cuivre dansle rZseauGolgi (ATP78 OMIM nj277900).En
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absencede cette ATPase,le cuivre ne peutstre incorporZdansla CP. Il en rZsulteune
accumulatiordu cuivre dansle foie et le cerveauconduisant |Oapparitionle cirrhoseet de
troublesneurologiquesLesdZp™tde cuivre au niveaude 101il semanifestenparla prZsence
dOanneaux dits de Kayser-Fleischer sur la cornZe.

LOabsenade CP circulantedZtectablepu acZruloplasminZmig@@MIM nj604290 voir
revue[262]),estunemaladierare” transmissiorautosomiqueZcessivalue” desmutations
dansle gene CP (Figure 14) et qui a pour consZquencenedZgZnZrescende la rZtine,des
troubles neurologiques(ataxie, dysarthrie), le dZclenchemendOundiabete et une
accumulatiorde fer dansle cerveau(tronc cZrZbralgcervelet,rZtine),le pancrZat le foie
(dansles macrophageet les hZpatocytes)ll est™ noter que, contrairementaux patients
atteints dOhZmochromatosk surchargemartiale dans le foie des patients atteints
dOacZruloplasminZmie nOest pas associZe ~ une dysfonction hZpatique (absence de fibrose).

Figure 13" Structure de I#ADNchumain CPet mutations conduisant / l#ac$ruloplasmin$mie

En gris sont repr$sent$s les exons" Missense mutation : mutation faux sens; splice site mutation :
mutation dansun site d#$pissage frameshift mutation : mutation < d$calagede lecture =; nonsense
mutation : mutation STOP"

LOabsencele cZruloplasminepar dZIZtion gZnZtiquechez la souris entra’ne
|IOaccumulatiodu fer dansles hZpatocytest les macrophages;onfirmantle r™leessentietie
la CP pour I0exportdu fer de ces cellules[144,304, 398]. Dans les souris KO Cp,
|IGaccumulatiorde fer dans le cerveau,caractZristiquede IOacZruloplasminZmiest
prZsente[304bu non[144]selonle fond gZnZtiquedessouris (C57BL/6Jou black Swiss-
Webster).

RZcemmentOhypotheselOun™leale la cZruloplasminelansiOabsorptiomtestinale
de fer en situationdOanZmia ZtZproposZepar |O0Ztudele sourisKO Cp ayantsubi des
saignZes[46]De faeon surprenantegessourisparviennent relarguerdu fer du foie et dela
rateen absencale Cp, remettanten questionla dZpendance la CP pour|Oexportiu fer des
hZpatocytegt desmacrophages[46Enfin, cessourisne sontpascapablesie restaureteur
tauxdOhZmoglobirmaalgrZle relargagelu fer parle foie et la rate[46] Lesauteurgproposent
un r™lalela Cp au niveaude |IOexportle fer desentZrocyteslanscessourisdontles besoins
en fer pour I0ZrythopoesssontaugmentZpar les phlZbotomiesDansles entZrocytesjui
nOexprimertasle gene Cp, la cZruloplasmineeraitcaptZede la circulationvers|OintZrieur
delOentZrocytet rZexportZé la laminapropriaapres saignZeour permettreau fer de sortir
(Figure 15)
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Figure 14" Sch$madu r>le potentiel de la Cp dans I#absorption intestinale apr%sphi$botomie

A" Dans une souris normale& |#oxydation du fer& apr%sexport par la ferroportine& se fait
essentiellement par l#h$phaestine prdsente / la membrane basolat$rale de l#ent$rocyte" Les
ent$rocytes seraient capables de capturer la Cp circulante et de la stocker dans un pool intracellulaire”
B" Apr%sphl$botomie& l#absorption intestinale de fer est augment$e et le pool intracellulaire de
c$ruloplasmine est utilis$&la Cp export$e vers la base de [#ent$rocyte pour augmenter la capacit$ de
l#ent$rocyte / exporter son fer"

$ HZphaestine (pour revue, voir[7])

LOhZphaestirest une protZinehomologue™ la cZruloplasminamais, elle nOespas
sZcrZtZeelle estintZgrZé la membranglasmique!elle possedeun passagenembranairen
position C terminalé373] (Figure 16). Sonnom vient du dieu grec HZphasstosgdieu de la
forge.

Figure 16" Repr$sentation sch$matique de la structure mol$culaire de Kh$phaestinemurine

A" Vue lat$rale”

B" Vue du dessus"En noir est figur$e la région d$I$t$e chez les souris s/d' TM domain : domaine
transmembranaire ; Cu site : domaine de liaison aux atomes de cuivre”

Le gene codantpourlOhZphaestir{eleph), portZparle chromosomeX, estfortement
exprimZdanslOintestirgrele et faiblementdansle colon. Il estfaiblementexprimZdansle
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cerveaula rate,les poumonset le placent{il04, 373]. LOhZphaestim©egpasprZsentelans
les cellulesde la crypte, et, danslOentZrocytda protZinehZphaestinestlocalisZedansun
compartimentsupranuclZairequi pourrait servir de rZserve[104]et ~ la membrane
basolatZrale[201E la membranéasolatZraleslle permettraitOoxydationlu fer exportZpar
la ferroportine et ainsi la fixation du fer oxydZ ~ la Tf.

La dZcouvertale IOhZphaestirsediaite par IOZtudele sourissla (pour sex linked
anemia),mutation apparueaprss irradiatiorf373] (Figure 16). Ces souris prZsentenune
anZmieferriprive associZé unesurchargeen fer desentZrocytesL OZtudgZnZtiquele ces
sourisa montrZquele gene HephestdZIZtZde 582 basesconduisant la productiondOune
protZinetronquZg373]. Cette protZine tronquZe,nOesplus prZsente” la membrane
basolatZralede |0entZrocytenais uniquementdans le compartimentintracellulaire
supranuclZaire[201].

LOhZphaestinepmmela ferroportine,semblestre rZgulZeau niveauprotZiqueparun
stimulussystZmiqueplut™gue par les quantitZsde fer intracellulaires[43] Elle ne possede
pasdOIREanssonARNm. Dansla sourissla, qui estanZmiquest dontles entZrocytesont
surchargZ®n fer, IOhZphaestirest augmentZe[43373] commechezles sourisen rZgime
pauvre en fer[44, 104] alors que des souris traitZes par un rZgime riche en fer expriment autant
le geneHephque des souris contr™les[43]

Aucunemutationdansle gene HEPH nO&tZdZcrite” cejour chezdespatientsatteints
dOanZmie ferriprive sZvere.

Transport de IOheme!: IOhaptoglobine, IOhZmopexine, HCP1 et FLVCR

$ Haptoglobine

LOhaptoglobinestuneprotZinede la rZponsenflammatoireaigu’. Elle estsynthZtisZe
parle foie etinduite par descytokinestellesIOIL-6,|OIL-1et le tumournecrosisactor (TNF).
COestine#2-sialoglycoprotZineomposZaOuneha’neclivZeen deuxcha’nesla cha’ne#
amino-terminaleet la cha’né' carboxy-terminalell existedeuxformesmajeuresde cha’nes
#:#' et #2 La frZquencede IQallele codantpour la cha’ne#' est variable selon les
populationsLa cha’ne#? estcapablede se multimZriserentra’nantOexistencdOumombre
variable de formesdOhaptoglobinehezles personnesortantcet allele. 1l existedoncun
polymorphisme conduisant " diffZrents phZnotypes dOhaptog({@hinieau 3)

GZnotype!: Hpl-1 (#'1#") Hp2-1 (#%#") Hp2-2 (#%#7)
#* )
#lu #lll )
"), "), =010 E
(" )o + @),
n=0,1,2E
Tableau 0" Les difffrentes formes d#haptoglobine en fonction du g$notype chez

I#homme
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LOhaptoglobinea pour fonction de complexer IOhZmoglobineirculante car
IOhZmoglobinkbre, commele fer libre, esttrss rZactiveet entra’nda formationde radicaux
libres et la peroxydationdes lipides. LOhaptoglobine;ontrairement’ la transferrineou
IOhZmopexine, nOest pas recyclZe mais dZgradZe apres endocytose.

Il semblequelesformesdOhaptoglobindp2-2 ont unecapacitdiminuZede liaison”
IOhZmoglobin@ue™ uneconcentratiorplasmatiqueplusfaible en Hp), maisquOelleselient
avecunemeilleureaffinitZ " leur rZcepteucD163(due” la multivalencedesformesHp2-2)
(voir ci-dessous)Outresafonctionde liaison” IOhZmoglobinéOhaptoglobinestZgalement
capabledOagien tant quOageriactZriostatiquejOinhibela synthesede prostaglandinest
|IOangiogZnes@oir la revue[365). Les sourisdZficientesen haptoglobinf229], prZsentent
uneaccumulatiorde fer dansle rein (probablementiZe au captagede IOhZmoglobiniére par
le rZcepteumZgaline-cubilineveclO%o.gkorsqueles sourisKO haptoglobinesonttraitZes
parun agenthZmolytiqueJa phZnylhydrazingPHZ), la surviedessourisestdiminuZe et le
stresxydantaugmentparlOabsenadOhaptoglobindinsi cesexpZriencemontrentle r™le
essentiete [Ohaptoglobinpour complexedlOhZmoglobinet Zviterlesdommages$iZs™ cette
hZmoglobine libre.

Le rZcepteude IOhaptoglobinarZcemmenttZclonZ[197],il sOagiiOumZcepteude
la famille SRCR(ScavengoReceptorCysteinRich), appelZCD163.Le gene codantpourle
rZcepteude IOhaptoglobinestexprimZuniquemenipar les monocyteset les macrophages
tissulaires.ll ne semblepas-tre exprimZpar les hZpatocytesposantla questiondu mode
dOacquisitiodu complexehaptoglobine-hZmoglobingar cescellules.Le CD163estinduit,
commelOhaptoglobinear IOIL-6 mais Zgalemenpar IOIL-10et les glucocorticoedesLa
protZineesten revancheproduiteen moins grandequantitZlorsquOomime IQinflammation
par traitementdes macrophagesu LPS et IOIFN. Ce rZcepteunOespascapablede lier
|IOhaptoglobineu IOhZmoglobindbre, ce qui explique quOerabsencedOhaptoglobine,
IOGhZmoglobine soit anormalement distribuZe dans les tissus (voir revue[132]).

$ HZmopexine

LOhZmopexinepmmelOhaptoglobinestune protZineinflammatoirede phaseaigu’.
COestine glycoprotZineprotZineplasmatiquede 60kDa synthZtisZear le foie composZe
dOuneseulecha’nepolypeptidiquede 439 acidesaminZs.Son affinitZ pour IOhemeesttres
forte, la plus forte desprotZinesplasmatiquesLe complexehZmopexine-hemestreconnu
par un rZcepteuspZcifiqueproduit principalemenpar les hZpatocytesApres endocytoseet
catabolisme de I0heme, IOhZmopexine et son rZcepteur sont recyclZs (voir revue[356]).

$ HCP1

HCP1(HemeCarrier Proteinl) a ZtZidentifiZ tres rZcemmentOZquipe OA McKie
par hybridationsoustractiveaite ~ partir dOARNde duodZnuret dOilZomle sourishpx (voir
paragrapheurla Tf) commeun rZcepteude IOhemespZcifiquesituZ”™ la membraneapicale
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de IOentZrocyte[3£1En effet, le gene Hcpl estexprimZdansles entZrocytesle IQintestin
grele, maisil nOegpasexprimZdanslOilZonge qui a permissonidentification.HCP1qui est
dZtectZé la membraneapicaledesentZrocytesaurait9 domainestransmembranaired.a
protZineHCP1esthomologueauxtransporteurdactZrienslestZtracyclinesnZtalliques 12
domainestransmembranaireCette homologie est probablementiZe ~ la similaritZ de
structureentrelOhemeet la tZtracycline La surexpressiomd®CP 1 augmentdOacquisition
dOhemear les cellulesde fason dZpendantele la tempZraturest saturable Ce transport
dOhemestaboli par traitementdescellulesavecdessiRNA dirigZscontreHCP1.Enfin, les
taux dOARNrHIcpl seraient augmentZs chez des souris en hypoxie[341].

$ FLVCR

Le rZcepteulFLVCR (pour Feline LeukemiaVirus subgroupC Receptor)estutilisZ
par un virus qui provoqueune aplasiedesGR chezlesfZlins, avecabsencele CFU-E et de
progZniteurgrythroedesCetteprotZineestprZsenté la surfacedesprogZniteurgrythrosdes,
maislOexpressiode songene estrZprimZedansla phaseterminalede IOZrythropoess€ette
permZasea ZtZ identifiZe tres rZcemmentcomme permettantlOexportde |Ohemedes
progZniteurgrythroedes[316]Le traitementdOundignZeZrythroedgcellulesk562) par des
anticorpsbloquantdirigZscontreFLVCR amontrZquela prZsencele FLVCR estessentielle
" la diffZrenciationde cettelignZg316]. Le r™lele FLVCR dansles progZniteurgrythrosdes
nOespascompletementconnu,maisil pourraitagir pour prZvenirlOaccumulatiotoxique
dOhemela forte expressiordu gene codantpour cet exporteurde IOhemedansdeslignZes
cellulairesintestinale(CaCo2)et hZpatiqu€HepG2)laisse™ supposequOipourraitjouerun
r™le dans ces types cellulaires[316].

LOheme oxygZnase (HO)!: enzyme de dZgradation de IOheme

LOhemeoxygZnaseest une enzymemembranaireui permetde dZgradetOhemeen
monoxydede carbone(CO), en fer (F€") et biliverdine. Il existetrois isoformesdOheme
oxygZnaselLOheme-oxygZnask (HO-2) est constitutivementactive et prZsentale fason
majoritaire danstous les organessauf dansla rate. Produiteen grandequantitZdansle
cerveau,elle semblejouer un r™le@mportantde protectiondes neuronescontrele stress
oxydantet le CO produitparla dZgradatiorde IOhemesertde neurotransmetteuAinsi, une
dZficienceen HO-2 chezla souris entra’nedOimportanteanomaliesdu systeme nerveux
centralet pZriphZriqupgt06]. LOheme-oxygZnas® (HO-3) ne semblepasavoir dOactivitZ
catalytique.COestlonc IOheme-oxygZnask (HO-1) prZsenteen grandequantitZdansle
macrophageyui participe”™ 10Zrythrophagocytogeoir plus haut)[83]. Elle estinduite au
coursde|OEPparlOhemest Zgalemenparle stresscellulaire.DessourisKkO HO-1 prZsentent
ainsi une accumulationde fer dansle macrophage[315]Yachie et al. rapportentquOune
dZficienceen HO-1 chezun gareon de 6 ansestassociZ€ un retardde croissanceet une
anZmie hZmolytique sZveres. Le rein et le foie de ce patient est surchargZ en fer[396].

) ® HCP1estla derniere molZculeidentifiZe par cette Zquipepar IOhybridatiorsoustractivedOADNc
dOintestirle sourishpx Cette mZthodea permis” 10ZquipelOA McKie dOidentifiedeux autresmolZcules
impliguZes dans IOabsorption intestinale du fer!: Dcytb et la ferroportine.
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MZgaline-cubiline
(pour revues, voir[194, 367, 368]

La cubiline estuneprotZinede 460kDa sansdomainetransmembranaireapablede se
lier ~ la vitamine B12 danslQOintestinlOApoA1JOHDLet IOalbuminelansle rein et le sac
vitellin. Elle a Zgalemenpourligandla transferrineetIOhZmoglobingansle rein (Tableaus).
LOaffinitZde la cubiline estla meme pour IOapoet IOholoTfLa cubiline interagitavecla
mZgalinequi peut,elle aussi,selier ~ dOautremolZculeqTableau4). La mZgaline par son
domainetransmembranairgermetiOancrage la membranelu complexemZgaline-cubiline-
ligand puis son internalisation.

Tableau 3" Principaux ligands de la cubiline et de la m$galine"

Alors quela prZsencele la mZgalineestdZtectZeansplusieurscellulesZpithZliales,
la cubiline estretrouvZedansun nombreplus restreintdOorgang@ntestingrele, sacvitellin,
cytotrophoblastetubule proximaldu rein). Ce complexeseraitresponsablée la clairancede
IOhZmaoglobine libre du sang vers le rein lors dOune hZmolyse.

Le complexemZgaline-cubilinestretrouvZ” la surfaceapicaledu tubule proximal
dansle rein. DessourisKkO mZgalingprZsentenineaccumulatiordela Tf liZe™ la cubiline”
la surfaceapicaledestubulesrZnaux[394]Une fois priseen chargeparla mZgaline-cubiline,
la Tf nOest pas recyclZe comme apres liaison ~ RTf mais dZgradZe dans les lysosomes.

IRP (Iron Regulatory Protein) 1 et IRP2

(pour revue, voir [82]

Chezles mammiferes,deux protZinesIRP ont ZtZidentifiZes.IRP1 aussiappelZe
aconitasecytosoliquel (ACO1) possedeun complexefer-soufre(Fe-S).IRP2 (ou IREB2
pour IRE-Binding protein 2) esthomologue™ 79% "~ IRP1, mais ne possedepasdOactivitZ
aconitase ni de complexe Fe-S.
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CesprotZinegeconnaisserdesZIZmentsle rZgulationprZsenten 5Cou 3OUTR de
IOARNMde leurs genes cibles (TfR1, DMT1, ferritines H et L, ferroportine, eALAS,
aconitasemitochondriale).LOinteractiordes IRP avec un IRE en 50UTRempeschela
traductionde IDARNmalorsquelQinteractionlesIRP avecun IRE situZen 3QUTR stabilise
IOARNmMQuandle fer estabondantiansla cellule le complexeFe-SAdOIRP peutseformeret
IRP1aalorsuneactivitZaconitaseLorsquele fer vient™ manquetle complexeestdZstabilisZ
etla protZineacquiertuneactivitZdeliaisonauxIRE. En prZsencele fer ou dOhemelRP2 est
dZgradZe par le protZasome (voir chapitre C!Systeme IRP/(REjike 26)

Outre le fer, des expZriencesn vitro ont montrZ que les IRP sont sensibles”
|IOhypoxieau stressoxydantet ™ desstimuli inflammatoiressuggZrantin r ™leplus large que
celui de rZgulateurs du mZtabolisme du fer (voir revues[82, 151]).

LOabsencmtale dOIRRchezla souris(sourisIrpl-/- Irp2-/-) provoqueune |ZtalitZ
embryonnairanontrantle r™leessentiedesIRP dansle dZveloppemergmbryonnaire[345].
Les souris Irp2-/- exprimantseulemente gene Irpl prZsententine anZmiemicrocytaire
modZrZeet une distribution altZrZedu fer dansles organes,probablementdue ~ une
diminution destaux de TfR1 et uneaugmentatiorde la ferritine par pertede rZgulationpost-
transcriptionnell@ansles prZcurseur&rythroedes[52112]. Il a ZgalemenZtZdZcritdansun
modsle Irp2-/- uneatteintecZrZbralelue” uneaccumulatiorde fer dansle cerveawchezces
souris[209],mais ce phZnotypenOespasreproduitdansun autremodsle dQinvalidatiomiu
gene Irp2[111, 152]. Les sourisIrp1-/- nOonpasde phZnotypealZtectabldaissantsupposer
quOIRP2est capable de compenserpour la fonction dOIRP1en conditions
physiologiques[255]

HFE

Le gene HFE estsituZ sur le chromosomes en position p22.2.11 code pour une
protZine membranaireatypique de la famille des protZinesdu complexe majeur
dOhistocompatibilitCMH) de classd. Commetoutesles protZinesdu CMH |, HFE abesoin
deselier ” la" 2-microglobulinepour sereplier correctemenét pour seretrouver” la surface
descellules.Mais il semble dDaprssastructuretridimensionnelleguOellsoit incapablede
prZsentemun peptidecommeles autresmolZculesdu CMH 1[213]. La protZineHFE est
Zgalementapablede selier ~ RTf1 etinterfere entrela liaisonde RTf1 et Tf-Fe[122, 333]
(Figure17), maisle r™|donctionnelde cetteinteractionau niveaude la captationdu fer reste
tres controversZ[38]
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Figure I-" Diagramme en ruban repr$sentant le complexe HFE'" +m'RTfI'Tf

En vert est figur$e la Tf et sesdeux lobes N terminal et Cterminal ; en jaune'rouge'orange& RTf! ; en
bleu HFE ; en bleu clair la " +'microglobuline” Les parties hydrophobes membranaires ne sont pas
repr$sent$es”

LOARNMdu gene HFE estprZsenen grandequantitZdanslOintestirgrele et dansle
foie[87,147,156,407] il estfaiblementdZtectAanslestissuslymphosdes[87147,156].La
protZineestretrouvZealansles cryptesdesvillositZsduodZnales;olocalisantivecRTf1[375].
Dansle foie, on pensaitpendantun certaintempsque la prZsenceale la protZineHFE Ztait
restreinteaux cellules de Kupffer et aux cellules ZpithZlialesbiliaired134, 301] puis,
probablemensuite” la productionde meilleursanticorps,l estmaintenantadmisque HFE
est ZgalementprZsentedans les hZpatocytdd56, 407]. Enfin, dansle placenta,HFE
colocaliseavecRTf1l ~ la membraneapicaledessyncitiotrophoblastesnaisle r'™lede HFE
dans le placenta reste ~ dZterminer[300]

AujourdOhuimeme si le r'™lgle la protZineHFE nOegpasencorecompletemeniZtabli,
on pourraretenirquelOactivitdle la protZineestcomplexeet dZpendantdu type cellulaire.
Dans les cellules qui nOexporterpas le fer (HeLa, HEK293) la surexpressiorde HFE
entra’neune diminution du fer intracellulairepar diminution de IOentrZdu fer (compZtition
aveclOholoTiour la fixation avecle RTf1)[76, 89, 318, 333]. E IQinversedansles cellules
qui exportentnaturellementle fer via |Oexporteuferroportine (lignZe HT29 de type
duodZnale[62],macrophagesou lignZe THP-1 de type macrophagiqu&6, 265)), la
surexpressione HFE augmentde pool intracellulairede fer eninhibantiOexportiu fer. Ce
r'™Mle de HFE serait indZpendant de sa liaison avec RTfL1.

Desmutationsde ce gene, empechanta liaison de HFE avecla " 2-microglobulineet
la prZsencele HFE " la surfacecellulaire,sont” |Qoriginade IOhZmochromatob@rZditaire,
maladiede surchargenartialemultiviscZralg(voir chapitreC!HZmochromato$&/rZditaire!E).
Cer™laansiOhZmochromatob@rZditaire ZtZconfirmZparla gZnZratiomle sourisKO Hfe
et de souris KI (knock-in) portant la mutation C282Y impliquZe dans 80% des cas
dOhZmochromatosérZditaireCessourisreproduisentn effet toutesles caractZristiquede
la maladie humaine exceptZesles complications hZpatiques(fibrose, cirrhose,
hZpatocarcinome)[16,53, 224, 410]. Il esten effet connu que la souris est une espsce
rZsistante " la carcinogenese du foie[90].
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HZmojuvZline (HJV, RGMc)

LOZtudepar clonage positionnel dOuneforme sZvere de IOhZmochromatose,
IOhZmochromatogevZnile (voir aussichapitre C'hZmochromatogavZnile!E),a permis
|Oidentificatioren 2003de IOhZmojuvZlinde gene HIV (ZgalemenappelZHFE2), qui code
pour cette protZinea une longueurde 4,3 kb et est situZ en position 1g21. Par le jeu
dOZpissages alternatifs, le g3/ est ~ IOorigine de cing ADNc diffZrant par leur partie 50.

La sZquencerotZiquede IOhZmojuvZlineontientun peptidesignal, un motif RGD
(motif retrouvZdansles protZinesde I0adhZsionkn domainepartiel de type VanWillebrand
Factoret un domainetransmembranaireCetteprotZineappartient la famille desRepulsive
GuidanceMolecule(RGM). E cetitre, elle estZgalemenappelZ&eRGMc[297] Il existedeux
autresprotZinesie cettefamille cheziIOhommeRGMaet RGMb, cesmolZculegouentunr™le
importantdansle contr™leela fermeturedu tubeneuralet du dZveloppemerdela rZtinelors
de IOembryogenese[264, 286].

LOARNmMcodantpour lOhZmojuvZlinestprZsenen grandegjuantitZsiansle muscle
squelettiquele foie fital, le foie adulteetle ciur[297]. LOinsertionlOuneassetté.acZ dans
|Oexor? du gene murin Hjv a permisde montrerque,dansle foie, IDARNmMHjv semblestre
exprimZdansles hZpatocytepZriportaux[287]La prZsencele la protZinehZmojuvZlinelans
les diffZrentstissusnOdait I0objeique dOun&tudene confirmantpasla prZsenceale la
protZine aux sites dOexpression du gene[323]

Les niveauxdOARNMHjv chezla sourissembleninsensiblesau traitementpar le fer
et par IOZrythroposZtine, mais ils sont diminuZs par une inflammation induite par le LPS[196].

LOhZmochromatogavZnile liZe = une absencedOHJIVa ZtZreproduitegr%.cé la
crZationde modeles murins KO Hjv[158, 287]. Ces souris dZficientesen hZmojuvZline
prZsententcommeattendu,une surchargeen fer massivedansle foie et divers organes’
|Oexceptiome la rate, mais les modsles murins ne semblentpas dZvelopperes memes
complicationsendocrinienneset cardiaquesretrouvZeschez les patients (voir chapitre
C!hZmochromatose juvZnile!E).

Commeles autresprotZinesde la famille RGM, IOhZmojuvZlinmembranaireserait
capabledOinteragiavecla nZogZning08]. La nZogZnin@stune protZinemembranairaont
le gene est exprimZde fason ubiquisteet qui fait partie de la famille DCC (Deletedin
ColorectalCancer)181] impliquZe dansla morphogenssede IOZpithZliunde la glande
mammaire du tube neuralet dansla formation des somites(pour revue sur nZogZnineet
RGM voir[245]). Zhanget al. [408] ont montrZque |QinteractiodOHJVavecla nZogZnine
pouvaitaugmentetOentrZdefer ~ IOintZrieude cellulestransfectZepar desvecteursportant
lessZquencesodantegpour cesprotZinesDe plus, lorsqueHJV prZsentda mutationG320V,
celle-cinOesplus capabledOinteragiavecla nZogZninet les auteursne retrouventplus les
modifications du fer intracellulaires observZes avec IOHJV sauvage[408].

Le r™leexactde IOhZmojuvZIlinest encorepeu connu mais la diminution voire
|OabsencgOhepcidindansles casde dZficienceen hZmojuvZlineassociZé la surchargeen
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fer, fait penserquOellseraitimpliquZedansla rZgulationde IOhepcidinparle fer dansle foie
(voir chapitre C!Hepcidine et dZsordres du mZtabolisme du fer!E).

Une ZtuderZcentea permisdOidentifienn site dOautoclivaggansle domaineRGM de
la protZine sZparantainsi une forme soluble qui pourrait stre sZcrZtZedOuneforme
membranaire[408]Des travaux menZspar |0Zquipele T. Ganzen collaborationavecla
sociZtZXenongeneticont mis en Zvidenceun r™lenajeurde cetteforme solubledOHJ\dans
la rZgulationde IOhepcidirf@30]. Dans un premier temps, [Qutilisationde petits ARN
interfZrentgsiRNA) dirigZscontrelOhZmojuvZlingur unelignZehZpatocytairet I0Ztudde
|Oexpressiodu gene endogenede IOhepcidina permisde montrerque lOhZmojuvZlina un
r'Mlede rZgulationpositif sur ce gene. En effet, la dZplZtionen hZmojuvZlinepar les siRNA
entra’naunediminution du taux dOARNmhepcidineconfirmantles rZsultatobtenusdansles
souris KO. Ensuite, IOanalysgar westernblot des lysats cellulaires versusle milieu
dOincubatiom montrZquQilexiste bien deux formes, une membranaireet une soluble de
IOhZmojuvZlinéesauteursont retrouvZa prZsencele la forme solubledOhZmojuvZlirgans
le sZrumde volontairessainset cetteforme soluble est prZsenteen moins grandequantitZ
dansle milieu de culturede cellulestraitZesaufer. Enfin, le traitementdOhZpatocytesr cette
forme solubledOhZmojuvZlinmontreque, contrairement la forme membranaireelle est
capablede rZprimerlOexpressiodu gene hepcidine.Les auteursde cet article pensentirer
avantagede cette dZcouverteen utilisant ~ IQavenircette forme soluble dOhZmojuvZline
commerZpresseude IOhepcidindansdessituationsos celle-ci esttrop synthZtisZeomme
danslOanZmiénflammatoire (voir chapitre C!Hepcidineet dZsordreslu mZtabolismedu
fer'k).
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modele murin maladie humaine

nom du gene phZnotype phZnotype
" 2-micro- Souris KO "2m[64]
globuline Surcharge en fer

cZruloplasmine

AcZruloplasminZmie [261] OMIM nj604290
Troubles neurologiques, diabste, surcharge en
fer

Souris KO Cp[144, 398]
Surcharge en fer multiviscZrale lente

Souris KO Cybrd1 [140]

Deytb Pas de phZnotype Zvident
Souris mk[96], souris KO Sic11a2[139], rat Mutation du gene SLC11AZ258] OMIM nj206100
DMT1 Belgrade [97] 5 . ;
5 - . . AnZmie hypochrome microcytaire
AnZmie hypochrome microcytaire
. Souris KO FtH[91] Mutation ferritine H [176] OMIM n{134770
ferritine H 1S .
LZtalitZ embryonnaire Surcharge en fer
Syndrome hyperferritinZmie-cataracte  [18, 123]
OMIM nj134790
- Cataracte, pas de surcharge en fer
ferritine L

Neuroferritinopathie [57] OMIM nj606159
Troubles neurologiques, surcharge en fer

cZrZbrale
Souris KO Slc40al1[74] HZmochromatose type 4 [266, 288] OMIM
ferroportine KO total!: I?_talitZ_embryf)nnaire o L ni606069 oL _
KO dans IOintestin!: anZmie ferriprive avec rZtention Surcharge en fer multiviscZrale, faible
de fer dans IQintestin tolZrance aux phlZbotomies

haptoglobine

Souris KO haptoglobine [229]
Diminution de la viabilitZ et sensibilitZ accrue au
stress oxydant

heme-
oxygZnase 1

Souris KO HO-1[315, 405]
AnZmie ferriprive et surcharge en fer hZpatique et DZficience en HO-1 [396] OMIM n;141250
rZnale Retard de croissance et anZmie hZmolytique
Souris surexpression HO-1 poumons[259] sZveres
Protection contre IOhypoxie

hZmojuvZline

HZmochromatose juvZnile [297] OMIM n;608374
Surcharge en fer multiviscZrale sZvere
Zpargnant les macrophages, atteintes
cardiaqgues et endocriniennes

Souris KO Hjv [158, 287] } 3 5
Surcharge en fer multiviscZrale sZvere Zpargnant les
macrophages

Souris KO hZmopexine [355]

hZmopexine SensibilitZ accrue ~ IOhZmolyse
Souris KO Usf2[280], souris KO Hepc1[218] (voir
C!RZsultats complZmentaires!E) 5
Surcharge sZvere multiviscZrale Zpargnant les HZmochromatose juvZnile [329] OMIM ni606464
macrophages Surcharge en fer multiviscZrale sZvere
hepcidine Souris TTR-Hepc1[281], Souris Tet ON Hepcl (voir 5 g | h ;
ClArticle 31E)) Zpar_gnant es macrophages, atteintes
’ 5 = . . cardiaques et endocriniennes
AnZmie hypochrome microcytaire
Souris TTR-Hepc2[234]
Pas de phZnotype
3 Souris §Ia[373]
hZphaestine AnZmie hypochrome microcytaire avec surcharge en
fer des entZrocytes
Souris KO Hfe[16, 153, 224, 410], souris KI Hfe[224] ~ 4mochromatose classique [87] OMIM 1235200
HFE S 5 Surcharge multiviscZrale Zpargnant les
Surcharge multiviscZrale Zpargnant les macrophages
macrophages
Souris KO Irp1 [255], souris KO Irpl conditionnel [110]
IRP1 5
Pas de phZnotype
Souris KO Irp2 [209], souris KO Irp2 conditionnel [110]
IRP2 5 . . .
AnZmie microcytaire
Souris KO Tfrl [223]
RTM |ZtalitZ embryonnaire
Souris KI Tfr2 [99], souris KO Tfr2 [381] HZmochromatose classique [35] OMIM ni604720
RTf2 Surcharge en fer multiviscZrale Zpargnant les Surcharge multiviscZrale Zpargnant les
macrophages macrophages
. Souris hpx[161] AtransferrinZmie [149] OMIM n;j209300
transferrine S5 . . o ) ]
AnZmie et surcharge tissulaire en fer AnZmie et surcharge tissulaire en fer

Tableau 4"

Mod%les murins et maladies humaines li$s / des mutations dans les g%nes

impliqu$s dans le m$tabolisme du fer"
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3) LOhepcidine!: dZcouverte, structure et rZgulation

DZcouverte de IOhepcidine

En 2001,I0hepcidina ZtZpurifiZe,au meme moment,par deuxlaboratoirespour ses
propriZtZsantimicrobienneslansle sang[195Jet IOurine[299e volontairessains.Cesdeux
laboratoirescherchaient identifier de nouveauxpeptidesantimicrobien$ chezlOhommear
cesmolZculegpourraienttre unealternativeface™ la rZsistanceroissantalesbactZriesaux
antibiotiques.LOhepcidingient son nom de son site de productionmajeur, Cthep!Eour
hZpatocyteet Clidine!Ele sonactivitZbactZricideLa fonctionantimicrobiennale |Ohepcidine
nOest prouvZe gudtro, son r™le dans IOimmunitZ innXevoreste ~ dZmontrer.

Le laboratoiredanslequelje travaille a fait, peuapresles premierespurificationsde
|Ohepcidinda dZcouvertelu r™lelu peptidedansle mZtabolismelu fer parIOZtudde souris
KO Usf2[280]. CessourisavaientZtZcrZZegpour Ztudierle r™ledu facteurde transcription
USF2in vivo. Alors quecefacteurdetranscriptionubiquistenOavapasder™leonnudansle
mZtabolismedu fer, ces souris prZsentaientde fason inattendue,une surchargeen fer
multiviscZraleavecune absencele fer dansles macrophageslu foie et de la rate (Figure
18A) associZé unelZtalitZpZrinataleLa distributiondu fer danscessourisfaisaitpenser la
surchargamartialedOun&éZmochromatosgZnZtiquele laboratoirea doncrecherchi les
genesconnus’ [OZpoqueourdZclencheunehZmochromatosétaientperturbZsll nOgasZtZ
trouvZde diffZrencedOexpressiate Hfe et TfR2dansles sourisUsf2/- pouvantexpliquerla
surchargeAfin dOidentifiete ou les genesresponsablede la surchargeen fer, unebanque
soustractiveZalisZ€ partir du foie de cessourisa ZtZrZalisZeLOZtudde cettebanquea mis
aujour IOabsenade transcritshepcidinechezcessouris(Figure 18B). Les genescodantpour
IOhepcidinehezla souris(Hepclet Hepcd sontsituZsenaval™ quelqueskb du gene Usf2
LOabsencee transcritshepcidineZtaientprobablementiue” la prZsenceale la cassettale
sZlectiondansle gene Usf2 On saitmaintenantjue,selonle site dOinsertiodescassettesle
sZlectionutilisZespour IQinvalidatiorgZnique ces cassettepeuventmodifier IOZtatle la
chromatinedesgenesadjacentst perturbereur expressionLOZtuddOumodsle KO Usf2
crZZparuneZquipe" Houstona pu confirmerlOabsenage r™elOUSF2ansle mZtabolisme
dufer : lessouriskO Usf2 de Houstonqui exprimentbienles geneshepcidineprZsententine
|ZtalitZ pZrinatalemais pasde surchargeen fer, permettantinsi dOattribuet IOhepcidinéa
responsabilitdle la surchargeenfer et la faible viabilitZ dessouris” I0absencen Usf2[281]
Au momentde la dZcouvertede |Oabsencde IOhepcidinehez les souris Usf2-/-, une
publication est parueZtablissanun lien entre|Ohepcidinet le mZtabolismedu fer[310].
LOZquipeennaiseauteurde cet article cherchait” identifier des genes rZgulZspar une
surchargeenfer. Pourcela,ils onttraitZ dessourispardesrZgimes' teneurcroissantesn fer

° Les peptidesantimicrobienssontun ZIZmenencorepeu connude la rZponsémmunitaireinnZe.lls
agissenten perturbantlQintZgritAles membranesellulaires des pathogenes.Chez IOhommeet les autres
mammiferes,on retrouvedeuxsortesde peptidesantimicrobiens!les dZfensine®t les cathZlicidinegpour une
revuesur les dZfensinesyoir[113]). ChezlOhommeon classeles dZfensinesn dZfensines et" selonleur
structuretridimensionnelle CesdZfensinesont plus gZnZralemergZcrZtZeaux sitespossiblesdOentrZdes
pathogenes (intestin, peau, poumonsE).
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et IOZtudeles genes exprimZsdiffZrentiellementdansle foie a montrZque les transcrits
hepcidineZtaientprZsenten grandequantitZdansle foie dessouristraitZesau fer[310]. Ils
ont ZgalemenmontrZquelOapportle fer parinjection de fer dextrar® et IQinflammatiompar
injection de LPS induisaitlOexpressiode IOhepcidine[310Mon laboratoire;” la lumiere du
phZnotypalessouriskO Usf2 et du lien Ztablide IOhepcidinavecle fer a Zmis|Ohypothese
dOunm™leanhibiteur de IOhepcidindanslOabsorptioimtestinalede fer et dansle recyclagedu
fer.

Figure 18" Ph$notype des souris Usf+;'

A" Surchargeen fer dessouris Usf+;" Photo macroscopique du pancr$asde couleur marron dansles
souris Usf+;' due/ l#accumulationdu fer" Coloration de Perls (le fer est color$ en bleu) de coupesde
foie et de rate montrant respectivement l#accumulation et la d$ficience en fer des deux organes dans
les souris Usf+;"

B" Northern blot fait sur des ARN de foie de souris contr>les ou Usf+;" La sonde hepcidine utilis$e

reconnabt / la fois les transcrits issus des g%nedepc! et Hepc+'

1 e fer dextrannOespas dZlivrZ aux hZpatocytesie la meme maniere que le fer contenudans
IOalimentatiorL.orsqueles sourisresoiventun rZgimeriche enfer, le fer passda barriere intestinaleet estamenZ
par la veine porte au foie. Lors dOunénjection de fer dextran,les macrophagephagocytente dextranpuis
liberent le fer dans la circulation ou directement aux hZpatocytes quand il sOagit des cellules de Kupffer.
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Afin de confirmer ce r™lede IOhepcidinelansle mZtabolismedu fer, dessouris
transgZniquesurexprimantHepclde fason constitutivedansle foie ont ZtZgZnZrZedansle
laboratoire. Ces souris portent le transgene TTR-Hepc1 formZ de 3kb du promoteur
transthyrZtind TTR) dirigeantlOexpressiode IOADNcHepc1suivi de la sZquenc@olyA de
SV40. LOanalysedesfrottis sanguinsdessouriceauxransgZniques la naissancenontrela
prZsencalOundorte anZmieferriprive microcytairehypochromique[281]Figure 19). La
grandemajoritZdesanimauxportantle transgenemeurent la naissanceleleur anZmieTrois
lignZestransgZniquesnt pu etre sauvZegar injection sous-cutanZede fer dextran” la
naissancelLe degrZde IOanZmigeutetre directementcorrZlZau niveaudOexpressiodu
transgenedansles diffZrenteslignZes!:plus le transgeneestexprimZ,plus les sourissont
anZmiqueset surviventdifficilement. La production prZcocedOhepcidindirigZe par le
promoteurTTR au coursde la gestationa probablementonduitau blocagedu transport
placentairede fer responsablele IOanZmié la naissanceEn effet, le promoteurTTR fait
exprimer|Ohepcidiné un momentoe les genes endogeneshepcidinesont normalement
rZprimZset ce, probablemenpour permettreun transfertde fer materno-fital optimum (voir
C!RZgulatiomiZveloppementaleée IOhepcidine! ECesrZsultatont permisde confirmerque
IOhepcidine agissait en limitant IQentrZe du fer dans le sang[281].

Figure 19" Ph$notype des souris TTR'Hepc!

Aspect des souriceaux/ la naissance: on remarque le souriceau transg$nique p?le"Le frottis sanguin
de ces souris montre une anisocytose&une poikylocytose et une hypochromie des GR des souris
transg$niques”

Suite” la mise en Zvidencedu r™lede IOhepcidinelansle mZtabolismelu fer, ce
peptidesOestu attribuerle nom dOhormonées lors, de nombreuseZquipesont cherchZ
identifier ses cibles molZculaireset son rZcepteur.En 2004, juste trois ans apres sa
dZcouverteles Zquipesie TomasGanzet de JerryKaplanont proposZin modele dOactiode
IOhormone[277)es auteursont fait surexprimerpar des cellules HEK293 un transgene
codantpour la ferroportine couplZe™ la GFP dont IQexpressioest inductible par la
ponastZrorté Apres inductionde IOexpressiodu transgene Ja ferroportineestdZtectZé la

1 En effet, la surexpressiomle gene ferroportinedansles cellulesin vitro a un effet toxique ™ long
terme,la cellule Ztantalorsincapablede retenirle fer essentiel sasurvie.ll estdoncprzfZrabledOutiliseun
systeme inductible pour faire exprimer le transgene codant pour la ferroportine.
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surfacedescellules. Le traitementde ces cellules par de IOhepcidindiumainepurifiZe a
montrZquelOhepcidinentra’nailOinternalisatiode la ferroportinede la surfacedescellules
des 1 heuredOincubatiopuis la dZgradatiomle la ferroportineapres 4h dOincubatio(Figure
20). Cetteinternalisatiorpuis dZgradatiomle IOexporteute fer estassociZé unediminution

de la sortie du fer descellules et une augmentatiorde la ferritine intracellulaire.Enfin,

|OutilisatiordOhepcidineadiomarquZéeur a permisde montrerquelOhepcidingtaitcapable
de se lier " la ferroportine-GFP[277]

Figure +:" Internalisation et d$gradation de la ferroportine’'GFP par l#hepcidine

Induction de I#expressiondu transg%neferroportine'GFP par la ponast$rone dans des lign$es stables
HEK+90"Les cellules sont incub$es pendant 6 h en absence(‘hepcidin) ou en pr$sence(@hepcidin) de
:&4 M d#hepcidinehumaine purifi$e" A gauche&images en contraste de phase& droite&fluorescence
de la GFP coupl$e / la ferroportine"

Ce mZcanismeadQactiorde IOhepcidinesur la ferroportine, confirmZ par dOautres
Zquipes[66,77, 190], nOexclunZanmoinspas la possibilitZdOautresnodesdOactiorde
IOhepcidine.

Du(des) gene(s) " la protZine hepcidine

Alors quOurseul gene code pour IOhepcidinehez I OhommdappelZHAMP pour
HepcidinAnti Microbial PeptidesituZsurle chromosomel9 en positionq13.12)et chezle
rat, il existechezla sourisdeuxgenesnotZsHepclet Hepc2situZssur le chromosomey.
LOARNmMdes deux genes murins estidentique”™ 93% mais la divergenceentre les deux
ARNm sOobservessentiellemensur la partie 3Ocorrespondantu peptide mature (les
peptidesmaturesssusdesgenesHepclet Hepc2nOontiue 68% dOidentitZDesdeuxgenes
codantpour IOhepcidinehezla souris,Hepclestle plus prochedu gene humain (76%
dOidentiténtrele peptidematurecodZpar Hepclet HAMP contre58% pour Hepc2versus
HAMP). Pour savoir ci cette diffZrencede sZquencepeptidiquereflste une diffZrence
fonctionnelle entre Hepcl et Hepc2, le laboratoirea entreprisla gZnZrationde souris
transgZnique3 TR-Hepc2qui exprimentla sZquenceodanteHepc2de fason constitutive
dansle foie. Le laboratoirea montrZque,contrairementux sourisTTR-Hepcl, cessourisne
sontpasanZmiquet nOonpasde perturbationdu mZtabolismelu fer[234]. Ainsi, le r™le
d®lepc2reste” dZterminermaisne semblepasessentiel la rZgulationdu mZtabolismelu
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fer. Afin de confirmercettehypothese,mon laboratoirea gZnZr&lessouriskO Hepcletva
gZnZremessourisKO Hepc2 Des premiersrZsultatsde souris KO Hepclmontrentque
|OabsenceOHepcsuffit ~ reproduirele phZnotypedessourisKkO Usf2 danslesquelles! y
avait une absencedes transcritsHepclet Hepc2 dansle foie, montrantainsi la non
redondance des deux genes[218] (voir C! RZsultats complZmentaires!E).

Le gene humainHAMP (aussiappelZLEAP-1 pour Liver ExpressedAntimicrobial
Peptide[195])estformZde 3 exonscodantpour uneprZ-pro-protZinee 84 acidesaminZsLa
prZ-pro-protZin@stcomposZele trois parties!:le peptidesignal de 22 acidesaminZs,une
prorZgioret le peptidematurede 25 acidesaminZsetrouvZdansle sanget les urines(Figure
21B). On pensequele peptidematureestissudu clivagedela pro-hepcidingoar uneprotZase
detype furine. La prZsencelanslOurinale peptidesde 20 et 22 acidesaminZs[185299], en
plus du peptidede 25 acidesaminZstrouvZdansle sang195] et IOurinfl85, 299], suggere
que|Ohepcidinenaturesubit une dZgradatiorau coursde sonexcrZtion.Les donnZesur le
modede sZcrZtiordu peptide(protZasesnisesen jeu, rZgulation!?)]a naturede la forme
circulante(existencalOunerotZineplasmatiquele liaison, propeptidecirculant!?)ne sontpas
encore disponibles.

Le peptidematurea unestructuretres particuliere en ce sensquOitontient8 cystZines
impliquZesdans4 pontsdisulfuresdontun formZ par deuxcystZinesadjacentes[16Figure
21A). Au coursdelOZvolutiorngescystZineont ZtZtres conservZegllessontretrouvZeslans
toutes les especes dZcrites, y compris chez les poifSiguse 22)

Figure +!" Structure tridimensionnelle et s$quencede la prot$ine hepcidine humaine

A" Structure tridimensionnelle pr$dictive de l#hepcidinemature" Lesponts disulfure sont indiqu$s en
jaune& les acides amin$s basiques en bleus& les acides en rouge& et les feuilleer des fl%ches roses"

B" S$quenceprot$ique de I#hepcidine"Les acides amin$s les plus conserv$s sont en noir&les moins
conserv$s en bleu" Les huit cyst$ines sont en rouge" Le cadre jaune d$limite le peptide signal" Les
acides amin$s formant un site de clivage de type furine sont soulign$s"
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Figure ++" S$quencede l#hepcidinemature de diffSrentes esp%ces

Leshepcidines sont regroup$es par mammif%res&amphibiens et poissons"Les poissonssont divis$s en
deux groupes selon leur degr$ de similarit$ dans la s$quence peptidique hepcidine"

Les cyst$ines conserv$esdans toutes les esp%cesont surlign$es en jaune" Les fl%chesindiquent les
sites de clivage putatifs" Le nom des esp%cesest indiqu$ / droite avec le num$ro de I#EST
correspondant (pour l#hepcidinede Takifugu&il s#agitdu num$ro d#acc%ede la base de donn$es
Ensembl)" En gras figurent les r$sidus qui ne sont pas conserv$s dans un m*me groupe"

Nemethet al. ont utilisZ la capacitZe IOhepcidiné diminuerle signal GFP couplZ®
la ferroportine (voir ci-dessus)pour dZvelopperun test fonctionnel de IQactivitZde
IOhepcidind.OZtuddOhepcidinesynthZtiquesnutZesa permisdOZtabliquelsacidesaminZs
pouvaientfouerun r™leémportantdansla dZgradatiorde la ferroportinepar IOhepcidine[279].
Les auteursont ainsi pu montrerque, de fason surprenantealors quOilssontpeuconservZs
danslesdiffZrentesespeces|es 5 acidesaminZsN-terminauxZtaientessentielpourlQactivitZ
de IOhepcidinelOhepcidindZIZtZale ces5 acidesaminZsnOalus que 12% de |Oactivitdle
IOhepcidine sauvage[279]

Concernantes propriZtZsde stabilitZ et de clairancedu peptidemature,les seules
donnZeslisponiblessontissuesdOun&tudedOinjectiomlOhepcidinBumaineradiomarquZe
chezla souris.Riveraet al.[321] ont montrZquOaprsijection intrapZritonZale@Ohepcidine
radiomarquZea radioactivitZdisparaissaitiu pool sanguinau bout de 24 h. On retrouvede
IOhepcidineadiomarquZeges 1 h etjusqud?24 h apresinjection, danslOurinalessouris.Les
auteursont ZgalementesurZa radioactivitZdansplusieursorganesl h apresinjection du
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peptideradiomarquZlis retrouventun fort radiomarquageela rate,du duodZnunet du foie,
trois organes exprimant fortement la ferroportine[321]

Sites dOexpression de IOhepcidine

LOhepcidine ZtZ purifiZe chez IOhommé partir de sang[195]et dOuring99].
LOARNMde IOhepcidinestprZsenen grandesjuantitZsiansle foie[195, 299, 310]. Pigeon
et al. ont montrZque dansle foie de souris normales,|Ohepcidin&tait produite par les
hZpatocyte®t paspar les cellulesnon parenchymateusfl 0]. Dansles hZpatocytesles
Ztudesde localisation™ de la protZinepro-hepcidinesont divergentesKulaksiz et al. ont
dZtectHela pro-hepcidingvoir ci-dessougpourles anticorpsdirigZscontrelOhepcidin€) la
membranebasolatZraleleshZpatocytegshezIOhumairet le cobaye mais, dansles lignZes
hZpatique$lepG2,les memesanticorpsdZtectenun signal cytoplasmiqugL99]. Wallaceet
al. ontdZveloppgiOautresnticorpsdirigZscontrela pro-hepcidineet dZtectentin signaldans
desvZsiculesde type Golgi dansunelignZehZpatiquemurine (Hepa1-6), deshZpatocytes
primairesde souriset descoupesde foie de sourig382]. Cettelocalisationestplus cohZrente
avec ce que |Oon peut attendre de la localisation dOune molZcule sZcrZtZe.

ParNorthernblot, dot-blotet RT-PCR,dOautresitesdOexpressiguius faible ont ZtZ
dZtectZsle ciur, 1Oestomade cervealetlespoumons[195299,310]. De fason surprenante,
alorsquedansles premiersarticlesZtudianiOexpressiode IOhepcidindansdiffZrentstissus
murinset humaindesauteurse dZtectaienpasdOARNmhepcidinedansle rein, uneZquipea
rZzcemmenpubliZ IOexpressiodOhepcidindanscet organe[200].Cette ZquipedZtectede
IOARNmMhepcidinedansle rein humainet murin par RT-PCR.Les anticorpsdirigZscontrela
pro-hepcidinamis au point par cetteZquipepermettentle dZtectemun signal par westernblot
etimmunohistochimiglansdiffZrentesstructuresiu rein (brancheascendanteorticale tubes
collecteurs)[200]. Le r™le de IOhepcidine dans cet organe reste " ce jour inconnu.

Enfin, tres rZcemment)]OARNmhepcidinea ZtZretrouvZdansdes macrophages
(macrophagesplZniquesle sourisou lignZemurine macrophagiqu&®AW267.4)activZspar
traitementau LPS[231],desmacrophagede sourisdZrivZsde moelleosseuseactivZspar des
bactZries[305kt dansdes macrophagesiZrivZsde monocytescirculantshumains[169].
LOhepcidin@roduitelocalementdansles macrophagegourraientjouer un r ™lgorimordial
dans le contr™le du transport du fer de cette cellule lors de IOinflammation.

Production et dZtection de IOhepcidine

La structuretridimensionnelledu peptideet son ZtatdOoxydationendentdifficile la
production dOhepcidinen grande quantitZ. AujourdOhuiseulesquelquesZquipessont
capablegde produirede IOhepciding@ar synthesechimique[195,203, 321], de IOhepcidine
recombinantelansdessystemesbactZriens[120404,409] ou de mammifere§383], voire de
purifier le peptide™ partir dOZchantillortsiologique$195, 299]. PlusieursZquipesont montrZ
rZzcemmenpar |0ZtudeOhepcidineecombinantfl20] ou dOhepcidinbumainepurifiZe ®
partir dOurind86, 413] quelOhepcidinZtaitcapabledelier du fer et/oudu cuivre.Le r™lale
ces mZtaux pour la fonction de IOhepcidine reste ~ dZterminer.
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La dZtectiorde |OhepcidinestlimitZe parla difficultZ de produiredesanticorpscontre
cetteprotZinedont la structureesttres conservZalansles espscefl86]. Trois Zquipesont
toutefois rZussi ~ gZnZrer des anticorps dirigZs contre IOhepcidine.

LOZquipele T. Ganza utilisZ un peptidesynthZtiquepour immuniserdeslapins (la
taille et la sZquencalu peptideinjectZnOonpasZtZprZcisZes)Cette Zquipea utilisZ les
anticorpsobtenusen westernblot et dot blot. CesanticorpsdZtectentOhepcidindumaine
uniqguementdansles urineset non dansle sZrum,os, selonles auteurs,|Ohepcidinserait
prZsententrop faible concentratiof275]. LOutilisatiorde cesanticorpsa permisdOestimda
concentratiordOhepcidinarinairechezdesvolontairessainsentre3 ~ 30 nM (10-100ng/ml)
dOhepcidine.

LOZquipele H. Kulaksiz a synthZtisZdes peptidescorrespondant$ la prorZgion
(acidesaminZs28 " 47) ou au peptidemature(acidesaminZs70” 84). De fason surprenante,
les anticorpsgZnZrZspresimmunisationpar cespeptidesdonnenttousdeuxdessignauxen
westernblot de 10 et 20 kDa dansle foie humain[199] Les auteurspensentuOisOagitie la
pro-hepcidingbandede 10 kDa*?) et dOurlimere ou agrZgatdOhepcidingbandede 20 kDa).
Dansle sZrumhumain,cesanticorpsdZtectenune faible bande™ 10 kDa. On noteraque
|Oanticorpsssu de IOimmunisatiopar le peptidematurene rZvele que le prZcurseuet en
aucuncasle peptidematurede 25 acidesaminZs i dansles tissus,ni dansle sZrum.Ces
anticorpsrZagissenZgalemensur desZchantillonsle cobaye[199] de rat et de souris[200].
LOanticorpdirigZ contrela prorZgiona ZtZutilisZ pour Zlaboremun kit ELISA commercialisZ
pourdZtecteta pro-hepcidinedansdesZchantillongle sZrumhumain.La concentratiorde la
pro-hepcidinedansdesvolontairessainscalculZepar ce kit ELISA donnentdesvaleursde 52
" 153 ng/mlde sZrunfi199]. La valeurbiologiqguedOun¢elle mesuresZriquedu prZcurseuet
non de IOhepcidine mature de 25 acides aminZs reste ~ dZmontrer[31].

Enfin, IOZquipele N. Subramaniana dZveloppZles anticorpsen immunisantdes
lapinsavecde la pro-hepcidinerecombinantele souris[382].LOutilisatiorde cesanticorps
purifiZs en westernblot permetde dZtecterune bande” 7,7 kDa dansle foie de souris
correspondant ~ la pro-hepcidine. Cet anticorps ne semble pas reconna’tre IOhepcidine mature.

ChezIOhommeen plusdestechniquesitilisantdesanticorpsdirigZscontrelOhepcidine
matureou la pro-hepcidineune autremZthodea ZtZdZveloppZgour dZtectedlOhepcidine.
COestine mZthodeutilisant la spectromZtriale massequi permetdOanalysd®hepcidine
urinaire[185].CettemZthodepermetdOidentifiefOhepcidinenaturede 25 acidesaminZset
des peptides hepcidine de 20 et 22 acides aminZs.

Deux Ztudesdansla littZratureont pu comparerdirectemente dosagede la prZ-pro-
hepcidinesZriqueet de IOhepcidinarinaire chezun meme patientmais les rZsultatssont
divergents!:iOundrouve que les deux mZthodessont corrZlZes[412t [Oautrdrouve des
rZsultats contradictoires entre les deux mZthodes[184].

2 Cette massemolZculairecorresponden fait plut™tau poids molZculairecalculZ de la prZ-pro-
hepcidinede 84 acidesaminZsqui contientle peptidesignal.La pro-hepcidinequi ne contientpasle peptide
signal a un poids molZculairecalculZ de 7,5 kDa, ce qui correspondau signal dZtectZpar les anticorps
dZveloppZs par IOZquipe de N. Subramaniam.
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Enfin, IOZvaluatiodestaux hZpatiquestOARNnhepcidineresteunesolutionefficace
pour estimerla productiondOhepcidinesurtoutchezla souris (les biopsiesde foie humain
sontrares).Une ZtuderZcentea montrZqueles quantitZIlOARNnhZpatiquanesurZesurdes
biopsiesde foie de patientsZtaientcorrZlZesux quantitZsiOhepcidinerinairemesurZepar
dot blot chez ces memes patients[69].

RZgulation de IOhepcidine

$ RZqulation dZveloppementale

Au cours du dZveloppementle ou les genes codantpour IOhepcidinae sont pas
exprimZstout au long de la vie. De IDARNmhepcidinea ZtZretrouvZdansdu foie fital
humain par hybridationdOunenembranecommercialecontenantdes ARNm de diffZrents
tissus.Le stadeexactdOexpressiatu gene dansle foie fital humainestdifficile ~ dZfinir car
les ARNm proviennenidOinterruptiode grossess@our raisonmZdicale |O%ogtesfitus se
situantentre18” 24 semainesle grossesseChezla souriset le rat, [O(les)ARNmmOa(onthu
stre dZtectZ(splansle foie dOembryonprZlevZsentreles stadesE14,5et E18,5[54,281]
(Figure 23). Poursavoir si le gene hepcidinepouvait stre exprimZplus prZcocementOai
mesurarRT-PCRsemiquantitativelOexpressiotu gene Hepcldansle foie dOembryorme
souris%ogZde 10 ~ 12,5jours apres la conception.Je nOapasdZtectZde signal par cette
technique(collaborationavecP.H. RomZo rZsultatsnon publiZs)mais ceci nOexclupasla
prZsencelOhepcidine destauxfaibles,dZtectablesniquemenpar RT-PCRquantitative Au
cours du dZveloppementpn retrouve ensuiteles transcritshepcidinedansle foie de
souriceawou derats” la naissancet dansles deux-troispremiersjours de vie[54, 281]. Le
oulesgenesnesontalorsplus exprimZgusquO1O%.gelulte!:on dZtectede nouveadOARNM
hepcidine ~ 56 jours postnatal chez la souris[281] et des 28 jours chez le (&ilgdie 23)

Figure +0" Expression des g%neshepcidine chez la souris au cours du d$veloppement h$patique
La sonde hepcidine utilisbe pour le Northern blot d$tecte / la fois les transcrits issusdiHepc! et Hepc+'
N : naissance"

$ RZqulation systZmigue de 1®&hepcidine

Pouretre un bon candidatde rZgulateucentraldu mZtabolismelu fer, IOhepcidindoit
pouvoir rZpondredOuneason ou dOuneautre (niveau dOexpressioh dOactivitZ de
dZgradationfwx stimuli connuspourinfluer IOabsorptioat le relargagedu fer. Commeon IOa
vu prZcZdemmentn rZgimeriche enfer entra’neuneaugmentatiorde la quantitZdOARNm
hepcidinedansle foie[310] (et D. Q. Lou, rZsultatsion publiZsdu laboratoire) Le traitement
par le fer de volontaires sains conduit Zgalement™ IQaugmentationle IOhepcidine
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urinaire[276].E 10inversegansle casdOunZgimepauvreen fer, on observeunediminution
destranscritshepcidinedansle foie deraf105] et de souris(D. Q. Lou, rZsultatsion publiZs
du laboratoire) De meme, dansle foie derateenfin de gestationjorsquelesrZserveen fer
de la mere sontfaiblesdu fait de IQexigencaccruedu fitus pour ce mZtal,on retrouvedes
taux tres diminuZsdOhepcidine[257CetterZponsede IOhepcidinau fer estune rZponse
physiologiquede |Oorganismpour contrecarreta surchargeenlimitant IOentrZde fer dansle
sang.E 10inversdprsquelOorganisma besoinde fer, IOhepcidinestdiminuZe Jevantainsi
ce frein de IOabsorption intestinale et du recyclage du fer.

Outre la rZponseau fer, IOhepcidineZpondaux stimuli produits par le systeme
ZrythropoeZtiqueEn effet, chezdessourisdontle nombrede globulesrougesestfortement
diminuZ par des saignZesZgulisresou un traitementhZmolytique(phZnylhydrazine)le
laboratoirea montrZquela quantitZde transcritshepcidinedansle foie estdiminuZe[282]De
faeon similaire, des souris traitZes” 10Zrythropo«Ztif283] et des souris en situation
dOhypoxieiminuentla transcriptiondOhepcidindansle foie[282]. Enfin, dansdesmodeles
de sourisanZmiquegpar mutationsnaturelles(sourissla, portantune mutationdansle gene
codantpour la ferroxydasenZphaestinesourismk portantune mutationdansle gene codant
pour le transporteude fer DMT1), les taux dOARNmhZpatiquesontdiminuZs[388] Ainsi,
en casde demandesccruesen fer, IOhepcidin@st diminuZede fason ~ augmentete fer
disponiblepour reconstituelles rZservest, dansles casplus sZveres produiredesglobules
rouges.

Il sembleque desdeuxsignauxrZgulateursle signal ZrythrosdeprZdominesur celui
desrZservesnfer. Cecia pu stre Ztabligrée.caux modslesde maladieshZmatologiquese
dysZrythroposes@+ on observe suite” I0anZmiayne hyperabsorptiomligestivede fer, qui
induit secondairemenine surchargemartiale.Ainsi, dansdessourishypotransferrinZmiques
(hpX[388], ou dessouristhalassZmiques[2les taux dAOARNnde IOhepcidinsontdiminuZs
malgrZla surchargeenfer. CettediminutiondeOhepcidina ZgalemenrtZdZcriterZcemment
au niveaudestaux dOhepcidinarinaire chez des patientsthalassZmiques[29gyoir aussi
C!Hepcidinet dZsordreslu mZtabolismelu fer!E).La prZdominanceu signal Zrythroedesur
le signaldu fer a pu Zgalementtre mis en Zvidencedansnotre laboratoirepar un modele
expZrimentallnousavonstraitZdessourisinjectZesenfer dextranavecde la phZnylhydrazine
qui entra’neunehZmolyseAlors queles sourisinjectZesen fer dextranaugmentenkeur taux
hZpatiquesiOARNmhepcidine,les sourisqui resoivent en plus le traitementhZmolytique
nOaugmentent pas les taux dOARNmM hepcidine par rapport aux souris contr™|es[282]

$ RZgulation lors de I1Qinflammation

LOhepcidinestaugmentZgar divers stimuli inflammatoires Que ce soit lors dOune
inflammation chronique(infection bactZrienn@43]) ou lors dOundnflammation aigue
(injection de turpentine[282] dOadjuvarde Freund8] ou de lipopolysaccharidel PS275,
310]), on observechezla souris,danstousles cas,uneaugmentatiordestranscritshepcidine
du foie. ChezlOhommeg traitementpar une dosesublZtalede LPS entra’neZgalementine
augmentatiome IOhepcidinarinaire6h apresinjectiondu LPS[184].SOikestmaintenanbien
ZtabliquelOhepcidinestuneprotZinede rZponserZcoce I0inflammatione rZpertoiredes

56



cytokinesinflammatoirescapablesde modulerlOexpressiode son gene resteun sujetde
controverseNous pouvonsretenir quOlIL-6et IL-1" sontdesagentsinducteurspositifs de
IOhepcidindnfusZe” desvolontairessains,|OIL-6estcapabledOaugmentele 6 fois les taux
urinairesdOhepcidinau boutde quelquesheuref276]. LOIL-1, meme" faible concentration,
augmentela transcription de I0hepcidinedOhZpatocytesiuring215] et de lignZes
hZpatomateusdsumaines(HuH-7)[165] en culture. Cetteinduction sembleindZpendante
dOIL-6 puisque la prZsencedOanticorpsloquants anti-IL-6 nOempechepas cette
induction[165,215]). Enrevanchele r'™ladu TNF+# surlOexpressiote IOhepcidinestmoins
clair!: deuxZtudesont montrZunediminution de IOexpressiote IOhepcidindansdeslignZes
hZpatomateusdsumainesHep3B[276],HuH-7 et HepGJ165]), une ZtudenOobservpas
dOeffetlansdeshZpatocytesiumains[275Jet enfin une ZtuderZalisZeavecdeshZpatocytes
primaires de rat montre une augmentation de IOhepcidine par [SNF-

Cetteaugmentatiorde IOhepcidinau coursde IOinflammatiompourraitetre liZe~ son
r'™MlaOagerntimicrobiendansles autresespscesOn penseen effet quelOhepcidina ZvoluZ
dOunpeptide antimicrobienvers son r™lede rZgulateurde IOhomZostasiéu fer. Cette
Zvolutiona pu appara’tredZj” chezles poissonsoes on retrouveces deux fonctions chez
certainesespeces[342]Chezles mammiferes,cetteactivitZ bactZricideseraitinhibZedansle
sangparles concentrationsle NaCl physiologiquef299] au profit de sonactionderZgulation
du mZtabolismelu fer. Et les concentrationslOhepcidineetrouvZesiansiOurinaneme lors
dOunénflammation (de IQordrede 1 uM)[275]) ne sontpascompatiblesaveccellesdOun
peptide antimicrobien qui doit stre tres concentrZ pour agir[342]

$ Autres rZgulations

Les niveaux dOhepcidineemblentZgalemensujetsaux variationsdes hormones
sexuelleset du fond gZnZtiqueEn effet, il a ZtZmontrZquOilexisteun dimorphismesexuel
chezla souris, les m%oleproduisantmoins dOARNmhepcidineque les femelles([55] et
observationpersonnelles)Cestaux dOhepcidinsontcorrZIZs unesurchargeen fer moins
importantechez les m%.lesConcernante fond gZnZtiquejl a ZtZmontrZque les genes
hepcidinesontplus fortementexprimZsdansdessourisdontla surchargeen fer hZpatiquesst
naturellementplus ZlevZe([55,388] et observationspersonnelles)!ies souris sur fond
gZnZtiquel 29 qui ont un contenuen fer plus ZlevZque les sourisC57 ont Zgalemenplus
dOhepcidine[388].

Un article Ztudianties genesrZgulZdors dela rZgZnZratiohZpatiquear microarrays
a montrZque les transcritshepcidineZtaientaugmentZsle quatrefois 6h et 24h apres une
hZpatectomigartielle chezla souris[183].Le r™leexactde IOhepcidineansla rZgZnZration
du foie reste ~ dZterminer.

En culturecellulaire,|Oexpressiodesgeneshepcidinedansles hZpatocyteprimaires
semblesensible™ la prZsencale sZrumdansle milieu. Pigeonet al. ont en effet montrZ
quOapresleuxjours ou quatrejours de culture sanssZrumde veaufital, lestaux dOARNm
hepcidinesontdiminuZsdansles hZpatocytegrimairesde sourispar rapportaux hZpatocytes
fra’chementsolZs.De plus, Pigeonet al. ont observZjuela prZsencele sZrumpermettaitde
maintenirune expressior’levZedesgeneshepcidineau coursde la culturepar rapport™ une
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culturesanssZrum(Figure 24)[310]. CesrZsultatont ZtZretrouvZar notrelaboratoire(D.
Q. Lou, rZsultatsnon publiZs)et dansdes hZpatocytegprimaireshumainspar Nemethet
al.[275]. Une ZtuderZcente[81] ZtudiZIOeffede diffZrentesconditionsde culture sur des
hZpatocyteprimairesderat. CetteZtudemontre,defason surprenanteguedansles premisres
heuresde culture sanssZrum(remplacZpar 5% dOalbuminbovine sZrique)Oexpressiodes
geneshepcidineestaugmentZ@arrapport™ celle deshZpatocytesra’chementsolZs.Enfin,
les auteursde cette Ztudemontrentque IOexpressiodu gene hepcidinedZpend la fois de
|OZtalementescellules,du tempsde culture,dela prZsencele sZrumet du contenuenfer des
cellules[81].

Figure +3" R$gulation de l#hepcidineen culture cellulaire par l#ajout de s$rum

Les h$patocytes sont cultlv$s en absence() ou en pr$sence (@) de FCS(FetaI Calf Serum&$rum de
veau frtal)" N : 4" "] N4 © d#hydrocortisone hemisuccinate” J+: apr%sdeux de culture" J3 :
apr%s 3 jours de culture”

$ RZgulations diffZrentestdépclet Hepc2

Chezla souris,|Oexpressiodes deux genes Hepclet Hepc2 estaugmentZegar un
rZgimeriche en fer[248] ou IQinjectionde fer dextran[164].NZanmoinson observedes
rZgulationsdiffZrentesde 10expressiod®epclet Hepc2 dansdOautresituations.Ces
diffZrencesde rZgulationsontintZressantesar, commenous|Oavonsu, cesdeuxgenesne
semblentpasavoir la meme fonction (voir ci-dessus)Les deux genes sonttousles deux
exprimZsdansle foie, maisseulle gene Hepc2estexprimZdansle pancrZas[164De fason
intZressantajansles sourisKO Usf2, lesdeuxgenesne sontpasexprimZsdansle foie mais
dansle pancrZasle souriskO Usf2, Hepc2continuedOetreexprimZ Les quantitZgespectives
de transcritsHepclet Hepc2 sontaussisujets”™ variation en fonction du fond gZnZtique.
Ainsi, dansla souris C57BL6 (fond gZnZtiqueutilisZ pour Ztudierles rZgulationsde
IOhepciding diffZrentsstimuli[282]), HepclestfortementexprimZdansle foie alorsqueles
transcritsHepc2sont majoritaires dans le foie de souris de fond gZnZtique [HEA/2

CesrZgulationsdiffZrentesdes deux genes sont dOautanplus surprenantesjue les
promoteursd®epclet Hepc2 sontidentiques™ 97%. La prZsencalOunesZquencdAP
(instracisternah-particle) enamontd®epc2® pourraitexpliquerlesdiffZrenceslerZgulation

3 Lf)qrganisatioangmiquedesg-nesHepclet Hepc2estsujet” controversedu fait de diffZrences
entreles donnZesssuesdessZquencede cosmidesou dessZquencegZnomiques[164234, 280, 310]. Ainsi,
notre laboratoire considere que IOIAP est en améteptQalors que llyinet al.le placent en amontid€pcl
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observZesEn effet IDIAPestun rZtrotransposonapabledOinduiréOexpressioectopiquede
genes adjacents[42]

Le r™MledOHepcZst encorenon ZlucidZ, I0Ztudecomparativedes souris TTR-
Hepcg234] et dessourisKO Hepc?2 (en cours de rZalisationdansle laboratoire)nous
permettra certainement dOen savoir plus.

$ Celluleset molZculesmpliguZesdanslesrZqulationgde IOhepcidinear le fer et
|®inflammation

Les mZcanismegux-memesde rZgulationde |IOhepcidineestent™ dZcouvrircar,
notammenen ce qui concerndOeffedu fer surlOhZpatocytd, nOgasZtZpossiblejusqud”
prZsende reproduirelOinductiorobservZeén vivo surdeshZpatocytessolZsen prZsencele
diffZrentedformesdefer[116, 275,310]. Le fer libre ameme ZtZmontrZcommeZtantcapable
dOinhibeiin vitro la synthesedOhepcidine[116Ces rZsultatssuggerentune rZgulation
indirectede IOhepcidingar le fer faisantintervenir dOautresignauxet/ou dOautretypes
cellulaires En particulier,le r'lalesmacrophagedansla rZgulationde IOhepcidinestsujet”
dZbat[235267,353]. PlusieursZquipesont entreprisdOZtudidOimplicatiordesmacrophages
dans cette rZgulationen utilisant des droguescapablesde dZtruire spZcifiguementes
macrophagefiposome-clodronateu gadoliniumchloride). Toutesles ZquipessOaccordeft
montrerqueles cellulesde Kupffer ne sontpasessentielles |Oinductioresgeneshepcidine
parle fer[235,267,353]. Les macrophagesemblentependanimportantsdansla rZgulation
delOhepcidinaucoursde IOinflammatiorEn effet, il a ZtZmontrZquedeshZpatocytesraitZs
auLPS contiennentrois fois plus de transcritshepcidineque deshZpatocytesontr™lesais
que,lorsquelOortraite les hZpatocytepar desmilieux conditionnZsle macrophageactivZs
au LPS, ceux-ci augmentent de 25 fois leur taux dOhepcidine[275].

Cessystemesont donc Zgalemen¥ZtZutilisZspour regarderle r™ledesmacrophages
danslOinductiomlesgeneshepcidineau coursde IOinflammationLes rZsultatdesdiffZrentes
Zquipese font pasressortirde consensusur cettequestion.Notre Zquipea montrZquela
dZplZtiondescellulesde Kupffer par desliposomescontenantu clodronatenOempechpas
|Oinductiorde IOhepcidinelansles hZpatocytesle souristraitZesau LPS mais que cette
induction est plus faible que dansles souriscontr™les[235].Outilisatiordu clodronatepar
une autre Zquipeindique,” 10inverseque la rZponseau LPS de IOhepcidinest plus forte
lorsquequeles macrophagesontdZtruitsque chezles contr™les[353Enfin, Montosi et al.
ont utilisZ uneautredrogue le gadoliniumchloride, pour dZplZtetes macrophagd867]. Ces
auteursmontrent,commeles rZsultatsdu laboratoire,une diminution de la rZponsede
IOhepcidine au LPS et " la turpentine chez les souris dZplZtZes en macrophages.

Une approchealternativeutilisZe par plusieursZquipespour conna’treles types
cellulairesmis enjeu danscesrZgulationset, en particulier,pour pouvoir reproduirein vitro
|Oinductiomle IOhepcidinaufer observZén vivo, consiste cocultiverdeshZpatocytest des
macrophage®u des hZpatocytesavec des cellules endothZlialeset Ztudierles ARNm
hepcidine produits par les hZpatocytes en rZponse " diffZrents stimuli[169, 366].
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DOunpoint de vue molZculaire,peu de donnZesexistent sur les facteurs de
transcriptionagissansur le promoteurdu gene de IOhepcidineCourselaudet al. ont rZalisZ
une Ztudede promoteurclassiquepar transfection,dansdes lignZeshZpatomateusesle
constructiongontenantlesfragmentsde promoteurdu gene humainou du gene murin Hepcl
dirigeantlOexpressiodu gene rapporteutucifZrase[54] Les auteursont ainsi ZtudiZle r™le
desfacteursde transcriptionhZpato-spZcifiqueS/EBP (CCAAT/Enhancer-BindingProtein)
et HNF4 (HepatocyteNuclearFactor4) dansla rZgulationdesgeneshepcidineau fer. Alors
que C/EBP# et C/EBP' sontcapablesiOinduiréOactivitducifZrase HNF4 estsanseffet. De
plus, dessourisinvalidZespourle gene C/EBP# dansle foie ont unesurchargeenfer dansle
foie** qui sOaccompagmOuneaiminution destaux dOARNmhepcidine.Le gene C/EBP#
Ztantinduit dansle foie de sourisayantresu un rZgimeriche enfer, cefacteurdetranscription
pourraitetre impliquZdansla rZgulationde |Ohepcidingarle fer. Enrevanchedansles souris
KO HNF4, lestranscritshepcidinesontaugmentZssuggZranun r™lenhibiteur de ce facteur
de transcriptionsur les genes hepcidine(pour une revuede la littZraturesur les C/EBP,
Voir[325]).

Tout ~ fait rZcemmentWang et al.[386] ont mis en Zvidence,de fason un peu
inattendue une nouvellevoie de transactivatiorde IOhepcidinen Ztudiantle phZnotypede
souriskO SMAD4(Homosapiensmothersagainstdecapentaplegibomolog4) dontle gene
estinvalidZ uniquementdansle foie. Ces souris sont surchargZeen fer dansle foie et
plusieursautresorganesLe r™lale |Ohepcidin€tantalorsbien connu,les auteursont ZtudiZ
|Oexpressiotesgeneshepcidinedanscessouriset ont pu remarqueiqueleur expressior?tait
complstementrZprimZe.LOinhibitionde I0expressionle |OhepcidineassociZe™ une
augmentatiorde Dcytb, DMT1 et ferroportinedansle duodZnumexpliqueprobablementa
surchargeenfer de cesanimaux.Lesauteursont alorsmontrZquela surexpressiode SMAD4
activele promoteurHepcldansles hZpatocytegt que cetteactivationse manifestepar des
modifications ZpigZnZtiquesle IOhistoneH3. SMAD4 ZtantimpliquZe dansla voie de
signalisationde TGF-' et BMP (Bone MorphogenetidProtein)(pour revue,voir[244, 351]),
les auteursont donc voulu testerle r™lede cesfacteursde croissancelanslOexpressiodu
gene hepcidine,r™lgusquOaloriconnu, et ont montrZ quOilsZtaientcapablesdOinduire
IOexpression du gelepclet que cette induction est abolie en absence de SNB8B}

Trois autresprotZinesimpliquZesdans|OHH,HFE, RTf2 et HJV, jouentun r™le
importantdansla rZgulationde IOhepcidingar le fer, je vousen parleraidansle chapitre
C!Hepcidine et dZsordres du mZtabolisme du fer!E.

¥ La surchargeen fer dansles sourisinvalidZespour C/EBP# dansle foie nO&tZZtudiZeque dansle
foie, nousne savonspassi dOautresrganesaccumulentdu fer, commeon pourrait sOyattendreface ™ une
diminution de IOhepcidine.
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4) RZgulation du mZtabolisme du fer

Deux systemes de rZgulation du fer coexistent dans IOorganisme!:

Un systemequi permet” [0intZrieumeme dOuneellule dOadaptéDentrZde stockage
et la sortie du fer selon les quantitZs prZsentes dans la cellule, le systeme IRP/IRE!;

Un systeme de rZgulation systZmiquequi permet aux diffZrents organes
consommateurgt/ou de stockagedu fer, de dialoguerpour maintenirIOhomZostasiea
naturede ce systeme de rZgulationa ZtZrZZvaluZele nombreusedois en fonction des
nouvellesdZcouvertesde IQidentificationdes genes du mZtabolismedu fer et de leurs
propriZtzZs.

Systeme IRP/IRE

Au niveau de la cellule, un systeme permetde rZguler de fason coordonnZe
|Oexpressiopost-transcriptionnellele genesen fonction du contenuen fer cellulaire. Cette
rZgulationreposesur IQinteractiomle deux IRP (Iron RegulatoryProtein) avec des motifs
situZsdansles rZgions50ou 3Gnon traduites(50-0u 30-UTResARNm codantpour des
protZines de transport (RTfl, DMT1, ferroportine), de mZtabolisme (aconitase
mitochondriale 5-aminolevulinatesynthasepu de stockaggferritine) du fer. Cesmotifs sont
appelZdRE pour Iron ResponsiveElements(pour revuesyoir[82, 151, 296]). Les IRE sont
constituZsiOunége stabledOenvirod0 nuclZotidesnterrompueparunebaseC nonappariZe
situZe” cing nuclZotidesde la boucle.La boucle est formZede la sZquenceonservZe
CAGUGN (Figure 25)

Figure +4" Exemples de tiges'boucles IRE
a) IRE de la ferritine” b) IRE de RTf!" c) IRE de #ALAsynthase $rythrolde" d) IRE de I#aconitase
mitochondriale"

Lorsqueles IRE sontsituZsen 50-UTRI|eur liaison avecles IRP inhibe la traduction
du messageit |Qinversda liaisondesIRP avecun 30-UTR-IRBtabilise DARNmMChezles
mammiferes,deuxprotZinedRP ont ZtZidentifiZes IRP1 aussiappelZeconitaseytosolique
1 (ACO1) possedeun complexefer-soufre(Fe-S).Quandle fer estabondantiansla cellulele
complexeFe-Speutseformer et IRP1 a alorsuneactivitZaconitase[141155, 306]. Lorsque
le fer vient ~ manquerle complexeFe-SestdZstabilisZt la protZineacquiertalors une
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activitZ de liaison aux IRE. IRP2 (ou IREB2 pour IRE-Binding protein 2) esthomologue®
79%" IRP1, maisne possedepasdOactivitaconitaseni de complexeFe-S.En prZsencele
fer ou dOheme, IRP2 est dZgradZe par le protZasom@litise 26)

Ainsi la cellule prZvientOaccumulatiodu fer solubletoxiquegr¥%.caux IRP, senseurs
dufer, enaugmentanke stockagedu fer insolubledansla ferritine (IRE en50 ¥t endiminuant
|OentrZelu fer dansla cellule mZdiZepar TfR1 (IRE en 30)E I0inversegquandla cellule
manquede fer, la ferritine estdiminuZeet, avecelle, les stocksde fer libZrZset le captagedu
fer est augmentZ.

Outre le fer, des expZriencesn vitro ont montrZ que les IRP sont sensibles”
|IOhypoxie[142143, 256] et au stressoxydant[34,78, 385] suggZrantin r™leplus large que
celui de rZgulateurs du mZtabolisme dufégure 26)

Figure +6" Syst%mede r$gulation IRP;IRE"
eALAS: erythroid 4'aminolevulinate synthase ; mAconitase : aconitase mitochondriale" TCA: acides
tricarboxyliques"

Le r'Mla@esIRP alargementZtZZtudiZin vitro maisce nOesfluetres rZcemmentjue
IOimplicatiordesIRP in vivo estZtudiZevia la gZnZratiorde sourisKO Irpl et/oulrp2. Les
premiersrZsultatsmontrentquesi les IRP sontessentielsiu dZveloppemende IOorganisme
(IGabsenctale dOlIrplet Irp2 conduit™ une IZtalitZembryonnaire[345])chaquelrp est
capablede compenseren partie, |Oabsencee IQautrdrp. En effet, les sourisKO Irpl ne
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prZsentenpasdOanomaliedvidentes[255kt les sourisKO Irp2 prZsentenseulemenune
anZmiemicrocytaireassociZé unedistributionanormaledu fer entrelestissug52, 112]. Il a
ZgalementZtZ dZcrit la prZsencedOunesurchargeen fer cZrZbraleassociZe™ une
neurodZgZnZrescenieportantedansles souris KO Irp2[209], mais celle-ci nOespas
retrouvZe dans un autre modele souris I&2 (B. Galyet al, rZsultats non publiZs).

RZgulation systZmique!: modele de la crypte

Il existedeuxsignauxde rZgulationimportantspour |Oabsorptiomtestinaledu fer, le
rZgulateuiindiquantles besoinsen fer pour IOZrythropoess€C!lerZgulateurZrythroedeEpt
celui indiquant I0Ztat des rZserves en fer (Clle rZgulateur des rZservesE)[95]

CQOesla prZsenceonjointede HFE et RTf1 au niveaudescellulesde la crypte de
IQintestin[375§ui a permislOZlaboratioril, y a plusieursannZesgdOumodele de rZgulation
delOabsorptiomtestinalede fer dit C!modelede!lacrypteE!quieposesur uneprogrammation
descellulesde la crypte en fonction dessignauxrZgulateurgZrythroedeset rZserves)[334]
(Figure 27). COestn migrantle long de IOaxerypto-villositairequeles cellulesde la crypte
sediffZrencientet acquisrentleur propriZtZdOabsorptiohes entZrocytesnaturesgnfonction
dela quantitZdefer captZeparlescellulesdela cryptevia RTf1, sontprogrammZ$ produire
plus ou moinsde protZinegesponsablede IOabsorptiode fer. En rZsulteune absorptiondu
fer adaptZeuxbesoinsHFE, dansce modele, auraitun r™|ale senseudu fer capableyia sa
fixation ™ RTf1, demodulerla captationdu fer danslescellulesdela crypte.LorsqueHFE est
mutZ,la protZinenOesplus adressZé la membraneet la captationde IOholotransferrinau
niveaude la crypte estdiminuZe[361375]. Les cellulesseretrouventalors en situationde
privation artificielle en fer (malgrZles rZservesabondantesie IOorganismegntra’nanune
augmentatiordesacteursde |Oabsorptiomtestinaledu fer et donclOhyperabsorptice fer
qui caractZrise cette maladie.

Figure +-" Mod%lede la crypte

La prot$ine HFE produite par les cellules de la crypte sert de senseuraux deux signaux régulateurs&le
régulateur desr$serveset le rdgulateur $rythrolde"Les cellules de la crypte sediff$rencient alors en
ent$rocytes programm$s / absorber plus ou moins de fer en fonction desbesoinsen r$gulant les taux
de Dcytb& DMT!& ferroportine et h$phaestine”
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Ce modsle, bien que sZduisantsOestite trouvZ confrontZaux premisresdonnZes
expZrimentalesle la littZrature Ztudiantle r™lede HFE dansdes cellules en culture et
montrantque HFE surexprimZdiminuait en fait I0entrZele fer (par compZtitionavec
IOholotransferrinpour la fixation ~ RTf1)[12, 38, 76, 318, 333, 376, 384], et que, par
consZquentdFE mutZentra’naitunesurchargeenfer dela cellule (et nonun Ztatde dZficit,
commedansle modsle dela crypte).De plus, plusieursauteursont montrZqueles entZrocytes
de patientshZmochromatosiquésu de sourisHfe-/-) ne prZsentaienpasles caractZristiques
de cellules carencZe®n fer[182, 269, 348]. Enfin, notonsque le modele de la crypte
nOenvisagguOuneZgulatior” long termedelOabsorptiomtestinalede fer (comptetenuquOil
faut plusieursjours ™ un entZrocytele la crypte pour devenirmature)et que danscertaines
situations physiopathologiques|a rZgulation de IQabsorptiorse met en place tres
rapidement[106]

Les macrophagegrate, moelle, foie) jouent Zgalemenun r™leimportantdansla
rZgulationde IOhomZostasiki fer par leur fonction de relargagedu fer iZ ~ I0hemeSuite”
|IOobservatiorde la prZsencede macrophagesdZficients en fer chez les patients
hZmochromatosiquest comptetenudela prZsencelela protZineHFE danscescelluleg134,
302,407], certainsauteursont ZmislOhypothesgue,|Oabsenage HFE ~ la membranale ces
cellulesperturberaita captationde fer RTf1 dZpendantgyrovoquante dZficit enfer de ces
cellules.L” encore,uneautrehypothesepeutetre avancZdaisantintervenircommenousle
verrons IOhepcidine.
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5) HZmochromatose hZrZditaire (HH)

LOhZmochromatok&rZditair§HH) estunepathologiegZnZtiquéres frZquenteElle
peutse manifestersousdeuxformes,uneforme classiqugou hZmochromatosadulte)dont
les sympt™meapparaisserit I0%.gdulteet une forme juvZnile, plus rare, qui, commeson
nom IOindique, est plus prZcoce mais Zgalement plus sZvere (pour revue, voir[307]).

LOhZmochromatose classique

La premiere descriptionde la maladieremonte™ 1865,en France, 0+ le Dr Armand
TrousseaulZcritdesmaladesatteintsde C!diabetebronzZaveccirrhose!ECOese mZdecin
allemandDaniel von Recklinghausemui introduit en 1889 le terme C!hZmochromatose!E
pourdZcrirele casdOumpatientatteintdOuneirrhoseet dontle foie ZtaitpigmentZsuite”™ une
surchargemartiale.En 1935,JoseptSheldon gZriatreanglais rassembldes donnZesle plus
de 300 patientset conclutau caracterehZrZditairale la maladie.Ce nOesjue40 ansplustard,
que IOZquipe de Claude Simon, ~ Rennes, montre la liaison de la maladie au locus HLA[344]

LOhZmochromatoselassique est une maladie autosomiquerZcessive (sauf
IOhZmochromatosie type 4, voir plus loin). Elle se caractZrisgar une surchargemartiale
progressivedans tout IOorganismet tout particulisrementdansle foie. Les premiers
hZpatocyte$ sesurchargeenfer sontles hZpatocytesituZsautourdesespaceportescarle
fer provientgZnZralemerde la veine porte suite™ IOhyperabsorptidntestinale.Les signes
prZcurseurssOunaccumulatiorde fer sontiOaugmentatiote la saturationde la transferrine
puislOaugmentatiate |la ferritine sZrique Les sympt™mete la maladiesontpeuspZcifiques,
ce qui en fait une maladiedifficile ~ diagnostiquelen absenceale mesuredu fer circulant.
LOaccumulatiodu fer dansles organesestdZIZtereet entra’ndeur dysfonctionnement.es
premierssympt™mege IOhZmochromatopeuventtre la fatigue,desdouleursarticulaires.
Par la suite, la surchargeen fer sOaggravanapparaissenalors une hZpatomZgalieyne
atteintecardiaqueparfoisdu diabete, desperturbationshormonalesune pigmentationde la
peau.PourZliminerla surchargeenfer, la mesureessentiellau traitementestla saignZelLa
maladietoucheprincipalementes hommes)esfemmesZtantprotZgZegarla perterZgulisre
de sang lors des menstruations.

$ LOhZmochromatose HFE-dZpendante (OMIM nj 235200)

En 1996, la sociZt2MercartorGeneticsa participZ” la dZcouvertele IOimplicatiordu
gene HFE dans80% deshZmochromatosetitesC!classiques7]. Le gene HFE estlocalisZ
en 6p21.3chezIOhommela protZineHFE est une molZculeatypiquede la famille des
molZcules du CMH de classe | qui se lie " Zamicroglobuline (voir paragraphe C!HFE!E).

De nombreuxpatientsatteintsdOhZmochromatogeZsententa mutation C282Y
empechantla protZineHFE de selier ~ la " 2-microglobulineet donc dO-treadressZé la
membrane[88]Sonimplication dansiOhZmochromatose fait aucundoutecommele prouve
la surchargeenfer desmodslesmurins(KO completdu gene Hfe et KI prZsentaria mutation
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C282Y“)[16, 224, 410]. DOautremutationsdu gene HFE, plus rares,ont ZtZdZcritesLes
mutationsH63D et S65C sontassociZe$ une surchargeen fer peu sZvere.La mutation
affectantun site dOZpissad#/S5+1 G/A) a ZtZretrouvZechezdespatientsqui ne sontpas
dOoriginelOEuropdu Nord maisdOorigineietnamienne[34 {Figure 28) (pourrevuesurles
variants et mutations deFE, voir[313]).

Figure +8" Mutations et variants de la s$quence codant pour HFE repr$sent$s sur la prot$ine

HFE

La prot$ine HFE mature est compos$e de 0+! acidesamin$s qui forment 0 domaines extracellulaires&
#1&#+ et #0" Elle interagit avec la " +'microglobuline (en rouge)" La mutation C+8+Y(en jaune)

emp*che la formation du pont disulfure du domaine #0"Les mutations H60D&S64Cet IVS4(@!)GBA
(en marron) ont $t$ retrouv$es chez des patients atteints d#h$mochromatose" Les autres
changements d#acidesamin$s sont des variants de la s$quence prot$ique sans cons$quencesur la
fonction d#HFE"

LOhZmochromatost-E-dZpendantestla causeplus frZquentede surchargeen fer
gZnZtiquelansles populationsde raceblanche[253] LOallsleC282Y " 10 Ztahomozygoteest
prZsentheztrois sujetssur 1000.En effet, tres frZquenteen Europedu Nord, cettemutation
pourrait avoir une origine celtique[236].

RZcemmentcette maladiesOesavZrZestre hZtZrogenejmpliquant, commenous
allons le voir, diffZrentsgenes.En effet, HFE estmutZ dans80% des hZmochromatoses
classiquesReste20% de ceshZmochromatosegui sontdues™ desmutationsdansdOautres
genesimpliqguZsdansle mZtabolismedu fer. La dZcouvertede nouveauxgenesimpliquZs
dansIOhZmochromatoseconduit” la classificationdeshZmochromatosesn fonction du
gene mutZ.Ainsi, IOhZmochromatost-E-dZpendantestdite de type I, IOhZmochromatose
juvZniledetypell, IOhZmochromatokge™ RTf2, detypelll etcelleliZe” la ferroportine de

} 5 JOachoisi de prZsentetes mutationspar les changementprovoquZsau niveauprotZiqueplut™tjue
gZnomique car cette appellation est la plus connue.

66



type IV. Cettenomenclatureestpeu” peuabandonnZearjugZetrop restrictive (voir plus
loin).

$ Mutations du gesnd FR2(OMIM nj 604720)

Des mutationsdansle gene codantpour RTf2 (TFR2, localisZ en 7922 chez
IOhomme)[35§ontresponsablede IOhZmochromatodée detype Il qui ale meme tableau
clinique que celle impliquantHFE (Figure 29). RTf2 estune protZinemembranairelont le
gene TFR2estfortementexprimZdansle foie. Deux transcritssontproduits™ partir du gene
TFR2: un transcri# et un transcrit (voir paragraphe C!RTf2!E).

De fason intZressanteglors que certainesmutationstouchent” la fois les sZquences
codantpour les deux transcrits# et" (par exemplela mutation Y250X), dOautrese
perturbentue lOurdesdeuxtranscrits(par exemplela mutationE60X)[327] (Figure 29). E
partir de|OZtudphZnotypiqualespatientsportantla mutationE60X ou Y250X, Roettoet al.
ont ZmislOhypothesquela persistancelOurranscrit" nonaffectZpouvaitstre associZ une
hZmochromatosenoins sZvere. En effet, les mutationsdu gene TFR2 conduisent” des
expressionghZnotypiquewariables.Cette hypotheseest maintenantremiseen causepar
|OZtudde patientsportantla mutationR105X chezqui le transcrit” nOegpasmodifiZ, mais
pour qui la surcharge en fer est apparue tres t™¢[210]

De maniere gZnZraleles ZtudesrZcentesle mutationsde genes chezles patients
atteintsdOhZmochromatos®ntrentque des mutationsde TFR2 sontretrouvZeshezdes
patientstres jeunes[312Javecparfoisla prZsencelOhypogonadisnmeaisdont la progression
de la surchargeestplus lente que dansla forme juvZnile[124,247]. Ce phZnomenepeutstre
en partie attribuZ”~ une meilleure information sur la maladie et sur une plus grande
disponibilitZ des testsbiochimiquespour Zvaluerla surchargemartiale (ferritine sZrique,
saturation de la transferrine).

Tres rZcemmentPietrangelcet al. ont dZcrit deux patients,un frere et une siur,
atteintsdOhZmochromatoge/ZnileliZe~ desmutationsdansles genesHFE et TFRZ3009].
CetarticleamontrZpourla premisrefois quOome pouvaitpasrestreindrdOhZmochromatose
juvZnile” desmutationsdansles genesHJV et HAMP (voir plus loin). CettedZcouvertea
remisenquestionla classificationinitialementproposZeEn effet, il faut maintenanenvisager
quedesmutationsdansle gene HFE ou TFR2peuveniconduire™ unehZmochromatosadulte
ou ~ une hZmochromatose juvZnile.
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Mutation Origine Ph$notype R$f$rences
Italie (Sud) HC ,0+-.
France (Nord) HC S+
MI-+K Italie (Centre) HC ,0+-.
Italie (Sud) HC ,04& 0!+,
Italie (Sud) @HFE&: 3 0:9.
L39:R Japon HC 9+,
Japon HC Jol
AVAQ 493'49- del | Italie (Nord)& Japon HC (@hypogonadisme) J+3& 138.
Q69:P Portugal HC @hypogonadisme +3-.

Figure +9" Mutation dansle g%neTFR+codant pour le r$cepteur transferrine +

En haut est repr$sent$ le g%neTFR+et les deux isoformes produites par ce g%neen dessous"Les
mutations impliqu$es dans [#apparition d#uneh$mochromatose sont indiqu$es au'dessusdu g%neen
grasé& les polymorphismes& en dessous du g%ne”

A gauche du tableau&sont indiqu$es les modifications de la prot$ine g$n$r$espar les mutations" En
rouge sont indiqu$es les mutations non'sens&en bleu&les mutations faux'sens" HFE CY : patient
h$t$rozygote pour la mutation C+8+Y du g%neHFE"

L~ encore,pour IOhZmochromato$i@e ~ RTf2, plusieursmodeles murins ont ZtZ
Ztablis!:un modsle K| introduisantla mutationhomologue™ la mutationhumaineY 250X
chezla souris (Y245X)[99] et un modesle dOinvalidationsourisKO TfRZ381]. Cesdeux
modeles murins reproduisent les anomalies de surcharge en fer observZes chez les patients.
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$ Mutations du gené&SLC40A1(OMIM nj 604653)

LOhZmochromatodetypelV, liZe aux mutationsdu gene codantpour la ferroportine
(SLC40A1 anciennemenSLC11A3localisZ chez |Ohommesn 2932), est particuliere
plusieurstitres. Elle se transmetsuivantun mode autosomiquedominantalors que les
hZmochromatoseliZes™ HFE ou RTf2 sont autosomiquesZcessivesDans cette forme
dOhZmochromatoda, surchargeen fer estle plus souventdOaboranacrophagiqueuis
seulementelle atteint les hZpatocytesLa prZsencedOuneanZmieet donc dOundaible
tolZranceaux phlZbotomiesest retrouvZechez certainspatients.Les patientsmutZspour
SLC40A1prZsenteninoinssouventdesperturbationsZpatiquesjueles patientsmutZsdans
le gene HFE qui dZveloppensouventdesfibroseset cirrhoses CettediffZrencepourraitstre
due” la prZsencelu fer prZfZrentiellemendansles macrophages;e fer Ztantmoinstoxique
pour IOorganisme[412].

Le plussouventjl sOagitle substitutionstouchantprobablementlesrZgionscritiques
pourla localisationetla fonctiondela protZing(Figure30). La mutationentra’nanta dZIZtion
de la valine 162 estla mutationla plus souventrencontrZeOn remarquequOinOgasZtZ
trouvZ de mutationsSTOP ou C!dZcalagee lecture!Echezles patients(Figure 30). Ceci
suggereque les mutationsde la ferroportineassociZe§ I0hZmochromatose sontpasde
simples mutationsperte de fonction mais quOellepourraientperturberles interactions
protZine-protZine.

Il arZcemmen¥tZproposZjueles mutationsde la ferroportinepeuventtre sZparZes
en deux catZgories[63, 77, 232, 338]!:

- mutationsconduisanf unemauvaisdocalisationde la protZinedansdesvZsicules
intracellulaires. Ces mutations entra’neraient IQabsence dOexport cellulaire de fer.

- mutationsconduisant une pertede rZgulationde la ferroportinepar IOhepcidine
(Figure 30)
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Mutation Origine Ph$notype R$f$rences
. Ferritine $lev$e& sat Tf $lev$e; fer dans
Canada franCais h$patocytes et macrophages 019.
A--D ltalie& Australie ;ﬁ;é'rtc')”piﬁgegfe& sat Tf normale; fer dans ,+668& 039.
ggs Italie Ferritine $lev$e& sat Tf normale ,31& 0:8.
Ferritine $lev$e& sat Tf $lev$e; fer dans
R88T Espagne h$patocytes et macrophages 3.
Hollande o
Ferritine $lev$e& sat Tf $lev$e; fer dans .
NI!33T Dles Salomon ! 1:& +88& +89& 0-8.
Australie h$patocytes et macrophages
France Ferritine $lev$e& sat Tf normale 143,
W148C Grande'Bretagne ;tzréirtci)npiggeevge& sat Tf normale& fer dans 106.
Grande'Bretagneé& Italie& i, ,3:& -:& 0+8& 0--&
Vie+del | A stralie@ SriLanka& Groel FEMtine $levée& sat Tf normale / basse 0-9.
N!-3I Italie ,0:8.
. Ferritine $lev$e& sat Tf $lev$e; fer dans
na:T Espagne h$patocytes et macrophages 13.
: Ferritine $lev$e& sat Tf normale ; fer dans
pistv ltalie h$patocytes et macrophages 3L
Q!8+H France Ferritine $lev$e& sat Tf normale @ cataracte 143,
NIS4D Canada (origine Ferritine $lev$e& sat Tf normale puis +68
: Scandinavie) augmentation de la sat Tf e
Afro’Am$ricain& Afrique ; L )
: Polymorphisme? Ferritine $lev$e& sat Tf normale; .
Q+38H du Sudé& Zimbabwe& ,+3& 10:.
Swaziland fer dans macrophages (@ h$patocytes)
G+6-D Chine Ferritine $lev$e& sat Tf normale 3L
GO+0V France Ferritine $lev$e& sat Tf normale @ cataracte 143,
CO0+6S Europe Ferritine $lev$e& sat Tf $lev$e; fer dans 03:& O-+
Thallande h$patocytes et macrophages e '
R389E , Ferritine $lev$e& sat Tf normale; fer dans
R389S Grande'Bretagneé& Japon (h$patocytes et) macrophages ,J06& 190.
G39:D | Chine (@ La R$union?) Ei{ﬂatt'gﬁyféivffﬁ asg‘rtoghﬁgagfe; fer dans 13,

Figure 0:" Mutations dansle g%neSLC3:A! codant pour la ferroportine
La ferroportine est repr$sent$e selon une des hypoth%sesconcernant sa topologie (9 domaines
transmembranaires)" Les cyst$ines sont indiqu$es d#unrond jaune" Chaque mutation est figur$e par

un rond rose"

A gauche du tableau sont indigu$es les modifications de la prot$ine g$n$r$espar les mutations" En
violet& sont indiqu$es les mutations d$finies comme perte de fonction par des exp$riencesin vitro et
en rouge celles consid$r$escomme produisant une prot$ine insensible/ l#hepciding60&--& +0+&08."
Sat Tf : saturation de la transferrine"
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Donovanetal.[74] ontrZcemmentrZZun modsle KO conditionneldela ferroportine
utilisant le systeme Cre/LoxP.Le KO total de la ferroportineest|Ztal embryonnaire)a
ferroportingjouantun r™leessentielansle transportplacentairelefer[74]. Lessourisdontle
gene codantpour la ferroportineestinvalidZ uniquementansle duodZnunsontanZmiques
montrantle r™lessentietle la ferroportineau niveaudu duodZnumbDe fason surprenantdes
sourishZtZrozygote§pn™"* ne reproduisentpasles anomaliesdu fer observZeshezles
patients!:cessourisnOonpasdOanomalieapparentesvantlO%ogie 6 moiset,” 1 an,le fer
sOaccumulgansles macrophagest la quantitZde fer diminuedansle foie de cessouris[74]
LesdiffZrencesntrele phZnotypalessourishZtZrozygoteEpn™"* et la maladiedZveloppZe
parles patientssemblenindiquerqueles mutationsobservZeshezles patientsne sontpasde
simples mutations perte de fonction. La gZnZrationde souris portant les mutations
homologues cellesretrouvZeshezles patients(dZveloppZepar deux laboratoires!celui
dOA Pietrangeloet celui de M. Muckenthaler)nous apporteracertainementiesrZponses
quant au mZcanisme conduisant ~ [Qinstallation de IOhZmochromatose chez ces patients.
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LOhZmochromatose juvZnile

La dernisreforme dOhZmochromatoszformejuvZnile,estunemaladieautosomique
rZcessivedont les sympt™mespparaissenplus prZcocementjue les autres types
dOhZmochromatogevant30 anscontre40-50anspour les hZmochromatosedassiquesgt
dontle phZnotypeestbeaucouplus sZvere,avecune surchargamartialeplus importanteet
des atteintescardiaqueset endocriniennegjraves.Elle se caractZrisenotammentpar la
prZsencelOhypogonadisngwnadotrophiquet les patientsmeurentgZnZralemerjeunesde
leur atteinte cardiaquesOilsne sont pas traitZs par de nombreusesaignZeu par des
chZlateursle fer’®. LOhZmochromatogesZnile,contrairement la forme adulteou classique,
touche autant les femmes que les hommes.

La premiere descriptiondOurcasdOhZmochromatogerZnile datede 1932, elle Ztait
dZcritealors commeune C!cirrhosepigmentaireavecinfantilisme, insuffisancecardiaqueet
aplasies endocriniennesmultiples!E[25]. La recherchedu gene impliquZ dans
IOhZmochromatogevZnile dure depuisde nombreusesnnZes!en 1999 Roettoet al. ont
Ztabliun lien entrela maladieetle locusgZnomiquelq21[326].Ce nOesyuedepuis2004que
le gene HJV a pu stre identifiZ danscetterZgioncommeZtantmutZ chezles patientsavec
|Qaidale la sociZtZXenongeneticf297]. Entretemps,Roettoet al. avaientidentifiZ en 2003
desmutationsdansun autregene, le gene HAMP codantpour IOhepcidineghezquelques
patients atteints dOhZmochromatose juvZnile[329].

$ Mutations du gené4JV (OMIM nj 608374)

Dansla majoritZdescas,cOede gene delOhZmojuvZlingiotZHJV ou RGMJ situZen
1921 qui estmutZ chezles patientsatteintsdOhZmochromatoge/Znile. LOhZmojuvZline
appartient la famille RGM (RepulsiveGuidanceMolecule),elle possedeuneancreGPI qui,
une fois clivZe entra’nela libZrationdOundorme soluble de IOhZmojuvZlind.e gene est
exprimZ dans le foie, le muscle et le ciur (voir paragraphe C!HZmojuvZline!E).

De nombreusesutationsont ZtZdZcritesdepuis2004 (Figures31 et 32). La mutation
la plussouventrencontrZehezles patientsestcelle conduisant la substitutiondOunglycine
en position 320 par unevaline (G320V). Les mutationsdZcritestouchenttoutesles rZgions
codantesDes mutations” 10ZtahZtZrozygotele HJV ont ZtZretrouvZeshezdespatients
homozygotegour la mutationC282Y du gene HFE. Chezcespatients,la prZsencalOun
allele mutZ supplZmentaire dans le gt/ est associZe ~ une aggravation de la surcharge en
fer[211] (voir C!Genes modificateurs de IOhZmochromatose!E).

16 |eschZlateursle fer sontutilisZsen casde surchargeenfer sZvereou lorsquela surchargeenfer est
accompagnZdOunanZmieauquelcas,les saignZesontinappropriZegdansles thalassZmiepar exemple) Le
chZlateute plus souventutilisZ estle sidZrophoralesferrioxamingDFO). LOinconvZniente la DFO estquOelle
passdifficilement la barriere intestinaleet a une demi-vie courte.Elle doit doncstre administrZepar infusions
sous-cutanZe¥pZtZesDe plus, la DFO chZlatemal le fer contenudansle ciur. De nombreuseZquipesde
rechercheet laboratoirespharmaceutiquesiZveloppentactuellementde nouveauxchZlateursde fer (voir
revue[175]).
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Mutation Ph$notype
Origine R$f$rences
H$t$rozygote Homozygote
Canada& France& Italie& Etats'Unis 88:3?.'1,% :I-||_i]‘] HJ fﬁg :_'%gé‘t_'ﬁ‘é
Irlandeé& Australie& Europe de I#Est|G0+:V:CO+!W : HC +9-8 08:.
@ HFE YY : aggrave surcharge
G66X Roumanie HJ ML
V-3fsX!l0 |Grande'Bretagne V-3fsX!10;N+69fsX0! : HI +6.
Etats'Unis& Australie ggslﬁlolfex :|'||_‘|]J +1-& 08:.
Italie HJ ,+:6.
Gr%ce& Albanie GI99R;LIIP : HJ HJ ,+:6& +9-.
GI99R;LIIP : HJ
France& Albanie& Etats'Unis C8:R;Ll:!P :HJ HJ ,+6& +H& +!-,
@ HFE YY : aggrave surcharge
France @ HFE YY : aggrave surcharge !
QeX Irlande GO+:V;Q!6X: HJ ,49.
Europe de I#Est HJ J18.
RI0!fsX+34 |ltalie HJ ,+:6.
D!39fsX+34 |/talie @ HFE CY : pas de ph$notype HJ ,+-& +:6.
lAustralie HJ ,+:6.
Italie HJ ,+:6.
Italie D!-+E;G0!9fsX03! : HJ ,+:6.
Italie HJ ,+:6.
Italie @HFECYHD : HC s
Italie S+:4R;G+4:V: HJ ,+:6.
Canada GO+:V; I'++N : HJ HJ ,+1-& +9-
Japon HSA J9l
Italie S+:4R;G+4:V: HJ ,+:6.
N+69fsX0!! |Grande'Bretagne V-3fsX!10;N+69fsX0!! : HJ ,+:6.
Gr%ce& Chine 1+81T;CO+!X: HJ HSA 14-& +9-
France HJ ,90& +:6
France @ HFE YY : aggrave surcharge Bl
QOl+X  [Japon HSA J9l
GO0!9fsX03! |/talie D!-+E;G0!9fsX03! : HJ ,+:6.
COTX chine& Etats'Unis ESLTVCSSL"‘W”JH c 14-8& +16.
RO+6X  |Gr%ce& Australie C8:R;R0+6X: HJ HJ ,+9-& 08:.
S0+8fsX00- |Europe de I#Est HJ 8.
France @ HFE YY : aggrave surcharge ;L
C06!fsX066 |Groce HJ ,+9-.
France @ HFE YY : aggrave surcharge ;L
RO84X |ltalie HJ ,+:6.

Figure O!" Mutations du g%necodant pour I#h$mojuv$line (HJV)

A gauche sont indigu$es les modifications de la prot$ine g$n$rdespar les mutations" Les mutations
< d$calage de lecture = sont figur$es en vert" Les substitutions non sens (STOP) sont figur$es en
marron et les substitutions faux sensen rouge" HJ : h$mochromatose juv$nile ; HC : h$mochromatose
classique; HSA : h$mochromatose s$v%redont les premiers sympt>mes apparaissent/ l#?geadulte”
HFE C: all%lesauvageen position +8+; HFE Y : all%lemut$ C+8+Y; HFE H : all%lesauvage en position
60 ; HFE D : all%le mut$ H60D
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Figure 0+" Structure du g%necodant pour Kh$mojuv$line (HJV)
Les mutations retrouv$es chez les patients (voir Figure 0!) sont indiqu$es sur la s$quenceprotSique
de I#h$mojuvsline” Frameshift : < d$calage de lecture = ; missense : faux sens"

CertainspatientsprZsentantiesmutationsdu gene HJV ~ 10Ztahomozygoteont une
surchargeenfer plus modZrZeavecapparitiontardivedessympt™mes[191gftZnuanencore
les frontieres entre IOhZmochromatose classique et juvZnile.

Deux modeles murins dOinvalidationdu gene Hjv ont ZtZ publiZs au meme
moment[158,287]. Danscesdeux modsles KO, on retrouvela surchargeen fer massive
observZe chez les patients.

$ Mutations du gendHAMP (OMIM nj 606464)

Des mutationsdu gene codantpour IOhepcidindHAMP, localisZen 19g13chez
IOhommednt ZtZretrouvZes |OZtahomozygotechezdespatientsatteintsdOhZmochromatose
juvZnile. Ces mutations, qui reprZsentent des cas tres rares, sont dZtaillZeFidans &8

LesmutationsidentifiZesdansla rZgioncorrespondardau propeptidesntra’nensoit un
dZcalagede phasede lecture, soit un arret de la traduction[246,329]. De fason plus
intZressantejes mutationsde substitutionont ZtZretrouvZeslansla rZgioncodantpour le
peptidemature CesmutationspermettentlOidentifietes rZgionamportantesiansla fonction
du peptide.ll estainsiZvidentquelescystZinesontessentielle$ cettefonction puisquedeux
cystZinessontmutZeschezdes patientsatteintsdOhZmochromatopgesZnile[68,329]. Une
mutationde la derniere cystZinea ZtZretrouvZechez un patienthZtZrozygoteomposite
portantZgalementa mutationR59G (qui pourraitperturberle site de clivagede IOhepcidine
mature)associZé unehZmochromatosadulte[28] Une autremutationsubstitutivetouche
uneglycine situZeentre2 cystZinesperturbanidoncainsi probablementes pontsdisulfures.
La glycine ayantun encombremenstZriquetres faible, on peutsOattendre ce que |Oacide
aspartiquequi remplacecette glycine chezle patientempechela formation des ponts
disulfures adjacents[254].

E 10ZtahZtZrozygotdes mutationsdansle gene codantpourOhepcidingontle plus
souvent sans effet, mais la prZsencede ces mutations chez des patients atteints
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dOhZmochromatosiassiquepeutaggraveita surchargenartiale[15,170, 254] (voir C!Genes
modificateurs de IOhZmochromatose!E).

Enfin, notonsquQila ZtZretrouvZun modede transmissiordigZnique(patientsayant
unemutation” IOZtahZtZrozygot@our le gene HFE et unemutation” 10ZtahZtZrozygote
pour le gene HAMP) "~ 10OoriginedOhZmochromatose simplementdOaugmentatioshe la
ferritine, indiquant des rZserves en fer trop ZlevZes[15, 170, 254].

. . Ph$notype
Mutation Prot$ine $notyp R$f$rences
H$t$rozygote Homozygote
90delG pas de ph$notype HJ ,0+9.
) pas de ph$notype
Met4:del @HEE CY:HJ ,+43.
A#UTR GBA pas de ph$notype HJ ,+36& 0!3.
pas de ph$notype -
@ HFE YY: aggrave surcharge HJ & 0+9.
pas de ph$notype
@ HFE YY: aggrave surcharge HC ,+8& -1
R49G;C8+YHC
pas de ph$notype HJ ,00:.
pas de ph$notype
@ HFE CY: ferritine $lev$e J48& 1-:& +43.
@ HFE Y: aggrave surcharge
pas de ph$notype HJ ,68.
R49G;C8+YHC ,+8.

Figure 00" Mutations du g%nehumain de Khepcidine( HAMP)

Le g%neHAMP est form$ de 0 exons codant pour un pr$'pro'peptide de 83 acides amin$s dont la

s$quenceest indiqu$e sous le g%ne&n bleu" Le peptide mature de +4 acides amin$s est indiqu$ en

gras" Les mutations < d$calage de lecture = sont figur$es en vert" Les substitutions < non sens =

(STOP) sont figur$es en marron et les substitutions < faux sens=en rouge" HJ E h$mochromatose

juv$nile" HC E h$mochromatose classique"HFE CY: patient h$t$rozygote pour la mutation C+8+Y"
HFE YY : patient homozygote pour la mutation C+8+Y"HFE HD : patient h$t$rozygote pour la

mutation H60D"

Commenousl|Oavonsu, le modsle KO Usf2 qui prZsentaun dZficit fonctionnelen
Hepcl et Hepc2 dZveloppeles memes anomaliesdu fer que les patients atteints
dOhZmochromatogerZnile mais|Oabsenc@OUsf2ntra’neuneforte |1ZtalitZpZrinatalgvoir
chapitre C!Hepcidine!E)Le gene Hepc1l Ztantplus prochedu gene humain, nous avons
rZcemmentlZveloppdlessouriskO Hepclafin de disposedOumodsle dOhZmochromatose
juvZnile liZe ~ IOhepcidine plus facile ~ Ztudier (voir C!RZsultats complZmentaires!E).
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Genes modificateurs de IOhZmochromatose

La notion de IQexistencde genesmodificateurspour IOhZmochromatoseposesurle
fait que, si IOhZmochromatossst une maladie gZnZtiquede tres forte prZvalencesa
pZnZtranceestetoutefoistres incomplete”[6, 23, 374] laissantsuspecteiOexistencee
facteursenvironnementawet de genes modificateursimportantspour IOexpressivitdu
phZnotypeEn effet, la prZsencele la mutationC282Y du gene HFE ~ IO Ztahomozygotepeut
stre associZé uneabsencele phZnotype[272]JunehZmochromatoseassiqueyoire, comme
ZvoquprZcZdemment,unehZmochromatosgZverepouvantappara’trgrZcocemen®armi
lesfacteursenvironnementaux;Oestssentiellemerie rZgimealimentaireet la prisedOalcool
qui peut influencer la surcharge en fer de IQorganisme.

Nousavonsvu que,souventja prZsenc@Ounenutation” 10ZtahZtZrozygoteansles
g°nesTFRJ26]%, HIV[27, 211] etHAMP[15, 170, 254] chezdespatientshomozygotepour
la mutationC282Y de HFE pouvait aggraverla surchargemartiale de cespatients.Ces
rZsultats montrent que TFR2, HJV et HAMP sont des genes modificateurs de
IOhZmochromatodka ZgalemenZtZmontrZquele polymorphismeHp 2-2 delOhaptoglobine
Ztait associZ " une plus grande surcharge en fer parmi les patients homozygotes C282Y[364].

Chezla souris,la surchargeenfer esttres dZpendantdu fond gZnZtique[5180], ainsi,
une sourism%olesauvagele fond gZnZtiquedBA/2 a deuxfois plus de fer hZpatiqueguOune
sourism%olele fond gZnZtiqueC57BL/g55]. Cetteinfluencedu fond gZnZtiqueestretrouvZe
lorsquele gene Hfe estinvalidZ.Ainsi, plusieursZtudesont montrZque les quantitZsde fer
hZpatique variaient dans les soitfs-/- selon le fond gZnZtique[79, 98]

Deux approchesont ZtZ menZespour identifier les genes modificateurs de
IOhZmochromatosiZe ~ Hfe chezla souris. Une premiere approchepar gene candidat
consiste croiserdessourisHfe-/- avecdessourisinvalidZespour desgenesconnuspourleur
implication dansle mZtabolismelu fer. Cetteapprochea permisdOZtabliuneliste de genes
dont IOinvalidatiorentra”’nela diminution (Heph DMT1[225], Hp[357]) ou IOaugmentation
("2m, TfR1[225], HepcletHepc2: modele KO Usf2285]) dela surchargeenfer hZpatique
des sourigife-/-.

Uneautreapprochea ZtZutilisZepar Bensaidet al.[21] afin de dZterminexjuelsgenes
pouvaientnfluencerla surchargesnfer de sourisKO Hfe. Lesauteursont croisZdeuxlignZes
de sourisKO Hfe, surfond gZnZtiquepur C57BL/6 ou DBA/2, et ZtudiZla populationF2
issue de ces croisements Chaqueanimal de cette population F2 hZrite en effet dOune
combinaisoruniquedOallsleparentauxC57 et DBA/2. Les auteursont ZtudiZdeuxgroupes

7 |La pZnZtrancde IOhZmochromatoadait IOobjedtOuneontroversevecdesestimationsallantde 1
95% de pZnZtrancehezles individus homozygotesC282Y. CesdiffZrencesreposentessentiellemensur les
sympt™mesetenuscaractZrisankOhZmochromatose sur le modede recrutementlesindividus au coursde
I©Ztude (individus dZj> malades ou Ztude sur une large population).

8 Notonsquele gene HFE peutetre considZr£ommeun gene modificateurde |OhZmochromatokge "
RTf2 puisquedespatientsporteurshomozygotesie la mutationQ317X du gene TFR2 et portantla mutation
C282Y du geneHFE " I0Ztat hZtZrozygote prZsentent une hZmochromatose [j80%hile
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de sourisparmiles sourisF2, cellesqui prZsentaiernie fer hZpatiquee plus baset cellesqui
prZsentaiente fer hZpatiqude plus ZlevZ.LOZtudee liaison de marqueursnicrosatellites
distribuZssurtout le gZnomea permisdQidentifiedeslocuscapablesie modulerla surcharge
hZpatiqueen fer dessourisHfe-/-. Cette approchea permisde faire ressortircing locus
significatifs. E 10intZrieude cescing locus sontretrouvZsdesgenesdZj” connusdansle
mZtabolismedu fer (Hepcl Hepc2 Hp, HjvE ) et Zgalementde nouveauxgenes
modificateurs candidats.
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6) Hepcidine et dZsordres du mZtabolisme du fer

LOabsenceu la diminution de IOhepcidinentra’neune surchargeen fer et son
augmentatioineanZmie COestlonctout naturellementiueOhepcidinestsuspectZeOetre
impliquZedansles diffZrentesmaladiesdu mZtabolismelu fer observZesheziIOhommeNous
verronsdansce chapitreque IOhepcidingourrait stre impliquZedansla pathogZniedes
surchargesen fer primaire ou HH, des surchargesen fer secondaireset des anZmies
chroniquesnflammatoires couvrantainsila grandemajoritZdesdZsordreslu mZtabolisme
du fer.

Hepcidine et hZmochromatose hZrZditaire

Deuxansapresla dZcouvertale IOhepcidin@uis de sonr™leen tant quOinhibiteude
|Oabsorptiomtestinaledu fer et de sonrecyclagepar les macrophageslusieursZquipesont
ZtabliquelOhepcidingtaitprZsenté desquantitZsnappropriZesuregarddela surchargesn
fer delOhZmochromatobge” HFE " la fois chezla souriset chezIOhomm8, 30,116,185,
269, 275, 284, 382]. Alors que certainesZquipestrouventdes taux dOARNmhepcidine
diminuZsdansles souriskO Hfe comparZe$ dessourissauvages[330, 269], le laboratoirea
montrZque IOhepcidinestprZsenté destaux comparablesiansles sourisKO Hfe et les
sourissauvages[284({voir C!Article1!E}°. CesdiffZrencegpeuventsOexpliquepar les fonds
gZnZtiquet les %ogesliffZrentsdes souris ZtudiZesll existe une controversequant” la
production dOhepcidinelans les souris invalidZespour le gene codant pour la "2-
microglobuline(sourisKO "2m)%. Les taux dOARNnhZpatiquesiOhepcidinsontretrouvZs
augmentZsen rZponse” la surchargeen fer[310] ou, ~ IQinstardes souris KO Hfe, non
modifiZs par rapport aux souris contr™les[270] dans les soutigriO

Dansle meme temps,Roettoet al. ont identifiZ pour la premiere fois desmutations
dansle gene HAMP chezdespatientsatteintsdOhZmochromatoseZnilg329]. Parla suite, il
aZtZdZmontrZ; la fois chezla souriset chezlIOhommeguelOhepcidinestproduitede fason
inappropriZe dans IOhZmochromatose liZe ~ RTf2[180, 278:t384]V[158, 287, 297].

Les niveauxdOhepcidinsemblentcorrZlZsavecla gravitZde la surchargeen fer. En
effet, dansles hZmochromatosdZes™ HFE ou RTf2, les niveauxdOhepcidinpeuventstre
diminuZs, mais restent prZsentsen quantitZsnon nZgligeablesalors que dans les
hZmochromatosgivZnilesles niveauxdOhepcidin@urinaireschezlOhomm@46, 297, 298,
314], ARNm de foie chezla souris[158,287]) sonttres basvoire indZtectabled. Ohepcidine
seraitdoncle dZterminantommunde ceshZmochromatosemuvantexpliquerla gravitZde
la surchargesuivantlestaux rZsiduelsiOhepcidingansiOorganisméaissantsupposeun r™le

®Dela meme fason, on retrouvedestaux dOhepcidinglentique§l 16, 275] ou diminuZ$30, 185]dans
les patientsatteintsdOhZmochromatoléée™ HFE parrapportauxvolontairessains.Dansce cas,les diffZrences
observZes sont tres dZpendantes des individus contr™les utilisZs.

2 | a " 2-microglobulinesOassoc&ux molZculesdu CMH detype | et Zgalement HFE qui fait partie
de cettefamille de protZinesLa mutationC282Y dOHFEetrouvZelansunegrandemajoritZdespatientsatteints
dOHHempechelOinteractiordOHFEavec la " 2-microglobuline.Les sourisKO "2m prZsententes memes
anomalies de distribution du fer que les sourisHfg336].
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delOhepcidindansla physiopathogZnide IOhZmochromatog&nZtiqugFigure 36). Dansle
modele dessourishZmochromatosiquadfe-/-, le laboratoirea montrZque la surcharge
martialepouvaitetre prZvenugpar un apportdOhepcidinkissantsuggZreta possibilitZdOun
traitement thZrapeutique prZventif de IOhZmochromatose hZrZdita{rejR8Article 1!E).

CesrZsultatspermettenide proposerun r'™lgZgulateurde HFE, RTf2 et HJV dans
|OexpressionZpatiquedu gene hepcidineenrZpons€ unesurchargeen fer (Figure 34). En
effet, dansces modeles, IOhepcidinae semblepas avoir augmentZace ~ la surcharge
hZpatique en fer qui sOest installZe.

Figure 03" Sch$made r$gulation du m$tabolisme du fer via HFEQRTf+&HJV et l#hepcidine

De fason intZressanteil a rZcemmentZtZ dZcrit que IOhepcidinairinaire Ztait
augmentZeansla forme dominantdiZe au gene SLC40A{deuxpatientsportantla mutation
V162del)[298] suggZrantque contrairementaux autres formes dOhZmochromatose,
IOhepcidinseraitcapablede rZpondre la surchargeen fer delOorganismé.a rZgulationde
|IOhepcidinglansiOhZmochromato$iZe ~ des mutationsde SLC40A1semblenZanmoins
dZpendralu type de mutationZtudiZe En effet, tres rZcemmentiOZtudde patientsportantla
mutationD181V nOaasmontrZdOaugmentatiate IOhepcidinarinairemaisunediminution
du ratio hepcidine/ferritine par rapport ~ des volontaires sains[41].

Hepcidine et autres surcharges en fer

$ Surcharge en fer secondaire

Lorsque lOorganismest incapablede produire des GR de fason suffisante,une
rZaction™ cette dysZrythropoessest souventune hyperabsorptiorde fer intestinale.Les
sourishpx, modele classiquade dysZrythropossspar manquedOappode fer auxprZcurseurs
Zrythroedegvoir paragrapheur la transferrine) augmentenainsileur absorptionintestinale
provoquantnesurchargeen fer secondairelanslestissus[56] Il a ZtZmontrZque,dansces
souris,|Oexpressiodesgenes hepcidineestrZprimZealors que le foie contientune grande
quantitZ de fer[388]. Cette diminution de IOhepcidinepourrait stre ~ IQoriginede
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|IOaugmentatiode |Oabsorptioimtestinale.On peut se demandemlors si chezles patients
atranferrinZmiques, la meme diminution de IOhepcidine est retrouvZe.

Un autreexemplede surchargesecondairenfer estla thalassZmieCOestinemaladie
gZnZtiquenZtZrogenedue” desmutationsdansles genescodantpour la globine (pour une
revuesurles" -thalassZmies/oir[335]). La prZcipitationrdescha’nesle globinenonappariZes
entra’nda productionde GR anormauxjui subissentapidementinehZmolyseLes patients
sontdonc anZmiquest IOanZmiest souventaccompagnZedOuneurchargeen fer due
|IOhyperabsorptidntestinale[317)et aggravZepar le traitementpar transfusionsOr, il a ZtZ
montrZque dansles souris" -thalassZmiques[2]es taux dOARNmde IOhepcidinesont
diminuZs Cettediminution de IOhepcidina ZgalemenZtZdZcriterZcemmentu niveaudes
taux dOhepcidinerinaire chez des patientsthalassZmiques[298Rinsi la diminution de
|IOhepcidinpourraitZgalementtre la causede |Ohyperabsorptisecondair@bservZelansla
thalassZmie.

$ Surcharge en fer liZe ~ 1Qalcool

La consommatiorexcessivalOalcookstconnuepour entra’nerdanscertainscasune
surchargeen fer dont IOZtiologieest mal connue(pour revues,voir[100, 273]). Plusieurs
Zquipescherchant” expliquerles causesdessurchargesen fer observZegar une prise
exagZrZeOalcoobnt regardA0expressiode |IOhepcidineCesZquipesont pu dZmontrepar
diffZrentsmodelesmurinsou par|0ZtuddOhZpatocytes culturequele traitement’ |Oalcool
diminuelOhepcidinest donc,quelOhepcidinpourraitstre impliquZedanslOapparitiore la
surcharge en fer[47, 101, 146, 292].

Hepcidine et anZmies

$ AnZmies ferriprives

LOanZmigar carenceen fer ou anZmieferriprive est une maladie acquisetres
frZquentequi peut stre due " une carencealimentaireen fer ou des pertessanguines
importantesChezdespatientsatteintsdOanZmirriprive, il a ZtZmontrZunediminutiondes
taux dOhepcidinarinaire[185].1l sOagisansdoutedOuneZactionde IQorganismpour pallier
le manquede fer. Cettediminution de IOhepcidineaOespasassociZé unesurchargeen fer
car,dansce cas,il nOya pasde dZfautde I0Zrythropoeeset le fer supplZmentairestutilisZ
pourproduiredesGR. CetteanZmiegferriprive secaractZris@ar unediminution dela ferritine
sZrique,reflZtantla diminution des rZservesen fer de IOorganismévoir Tableau 6 et
C!Systeme IRP/IREIE ).

Une anZmieferriprive est retrouvZeZgalementchez des femmes athletes, le
mZtabolismelu fer ZtantperturbZpar IOexercic@hysiqueintensif[411]. Une ZtuderZcente
montrequQikxistebien uneaugmentatiome IOhepcidinarinairechezdesfemmesathlstes1
jour apres un marathonpouvantexpliquer IQapparitiorde I0anZmiderriprive[324]. E
|Oinversajesratsayantsubiun exercicemodZroientleur tauxdOhepcidingiminueret leur
homZostasie du fer maintenue par rapport ~ des rats ayant subi un exercice plus soutenu[233].
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: - AnZmie chronique . - Patients avec les deux
Variables sZriques . . AnZmie ferriprive x> .
inflammatoire types dOanZmies
Fer ! ! !
Transferrine '~ normal " !
Saturation de la I I I
transferrine ) ) )
Ferritine normal ~ " ! '~ normal
RTf soluble (RTfs) normal " normal = "
RTfs/log ferritine faible (<1) ZlevZ (>2) ZlevZ (>2)
Niveaux des " "
. normal
cytokines
Tableau 6" Variations des param%tress$riques lors de l#an$miechronique inflammatoire

et Han$mieferriprive

$ AnZmies chronigues inflammatoires

Le fer estun ZIZmentrucial pour la prolifZrationdespathogenesgt les bactZrieont
dZveloppZinebatteriede protZinegpourrZcupZrele fer desh™tes[243]. LOapparitiodOune
anZmieestun phZnomendres frZquentdansdesmaladiesnflammatoiresou cancZreuse©n
parle dDanZmiehroniqueinflammatoire. Ces anZmiesdites inflammatoiressont par leur
frZquencda deuxisme causedesanZmiesacquisesapresles anZmiediZes” unecarenceen
fer. Elles sediffZrencientde cesdernisresessentiellemenpar la ferritine qui restenormale
voire augmentZ¢Tableaub), ce qui tZmoignede rZserven fer nondiminuZes!la rZtention
du fer dansles macrophagesonduit™ la diminution de IQactivitdlesIRP et~ IOaugmentation
dela traductionde la ferritine (voir C!SystemdRP/IRE!E) LOZIZvatiode |a ferritine peutstre
ZgalementliZe ~ une augmentationde la transcriptiondu gene par les cytokines
inflammatoires(voir paragrapheg!Ferritine!ia protZinede stockage!E)Contrairemengaux
anZmiederriprives qui setraitentpar apportde fer, IQapportle fer ~ despatientsprZsentant
uneanZmianflammatoirenOamZliongasleur Ztat.LOanZmiehroniqueinflammatoireestune
anZmiemodZrZenormochromeet normocytaireau dZbut.On supposeque IQadditiorde
plusieurs mZcanismes conduit ~ cette anZmie!:

- une diminution de la durZe de vie des GR!;

- une diminution de la synthese dOZrythropo«Ztine (EPO)!;
- une diffZrenciation Zrythroblastique anormale!;

- une sZquestration du fer dans les macrophages.

Tous cesmZcanismepeuventstre dZclenchZpar les cytokinesproduiteslors de
IQinflammatiotiFigure 35)114, 389]
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Figure 04" Sch$made l#interaction du m$tabolisme du fer et de l#inflammation

Or, IOexpressiode IOhepcidin@st induite par les cytokinesinflammatoires(voir
chapitre C!RZgulatiorde IOhepcidine!E)] Ztait donc tentantde proposerun r™lede
|IOhepcidindanslOinstallationle (OanZmiehroniqueinflammatoire.Si IOhepcidineOagipas
in vivo comme un rZel peptide antimicrobien, elle participe, gr%.ce son action
hyposidZrZmiant€, lutter contre les infections/ inflammationsen rZduisante fer libre
indispensableaux organismespathogenesou aux cellules cancZreusesn prolifZration.
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LOaugmentatiode IOhepcidindansdessituationsdOinflammatiort, en croire les effets du
peptide, pourrait donc conduire” une diminution du fer sZriquepar rZtentiondu fer
macrophagiquest une inhibition de IOabsorptiomtestinaledu fer. COesen effet le cas
puisquele laboratoirea retrouvZune rZductionde 50% du fer sZriqueapres |Oinjectiorde
turpentine” dessouris,rZponseyui estperduelorsquela turpentineestinjectZe”™ dessouris
dZficientesen hepciding282]. CesrZsultatsuggerentquelOaugmentaticte IOhepcidindans
IGinflammatiomourraitcontribuer” I0ZtablissemedesdZrZgulationslu mZtabolismelu fer
observZesau cours des anZmiesdes dZsordreshroniqueschez IOhommeFigures 35 et
36)[114].

Deux ZtudegZcenteshezIOhommeont dansce sens Dansune cohortede patients
atteintsde glycogZnosede type 1 et prZsentantine anZmie,Weinsteinet al. ont mis en
Zvidenceun adZnomehZpatiqueproduisantdes quantitZsanormalemen¥levZesiOARNmM
hepcidine[388] La rZsectionchirurgicale de IOadZnomehez ces patientsa permis de
normaliserles parametressanguinsce qui est fortementcompatibleavec un effet de
IOhepcidindansle blocageintestinalet macrophagiqueu fer. Enfin, Nemethetal. et Kemna
et al. ont mesurZdirectementettefois, les taux urinairesdOhepcidinet montrentque ces
niveaux sont plus ZlevZschez des patients atteints de diversesanZmieschroniques
inflammatoires[185, 275].

LOimplicationde HFE, RTF2 et HJV dansla rZgulationde IOhepcidindors de
|Oinflammatiora Zgalemen¥tZIOobjetle nombreuseZtudesLe r™lale Hfe nOestiQailleurs
pasZclairciet sembledZpendralu fond gZnZtiquele la sourisZtudiZedu type de stimulus
utilisZ et/oude la cinZtiqueappliquZeAinsi Roy et al. ont induit dessourisHfe-/- (surfond
129Sv)au LPS et ne retrouventpaslOinductiorde IOhepcidinai IOhyposidZrZmisbservZe
danslessourissauvaged,5 h apres|Oinjectionlls concluentdoncqueHfe estimpliquZedans
la rZgulationde IOhepcidinrs dOunéflammationprovoquZearinjectionde LPS.DOautres
ZquipesnOobserverpas de changemente la rZponsedes genes hepcidine6 h apres
traitementau LPS (sourissur fond 129Sv]214] ou 16 h apres traitementpar IQadjuvante
Freund(sourissurfond C57BL6)[109]chezdessourisHfe-/- et pensendoncque Hfe nOest
pas essentielle” cetterZgulation.LOZtudele la rZponse” IQinflammatiordes souris Kl
Tfr2[180] et de la rZponsede lignZeshZpatiques [0IL-6apres diminution dOHJVpar
traitementpar dessiRNA (petits ARN interfZrents)dirigZs contre HJV[230] ont montrZ
Zgalementue RTf2 et Hjv ne semblentpasrequisespour la rZgulationde IOhepcidinau
coursde IOinflammationDansles sourisKO Hjv, la rZponseale IOhepciding I0inflammation
est prZsentemais rZduite par rapport aux souris contr™les[287uggZranijue Hjv est
importante pour IOexpression basale des genes hepcidine[128]
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Figure 06" Interrelation du fer et de l#hepcidine dans I#$tiologie des h$mochromatoses et de
[#an$mie chronique inflammatoire
HJ : h$mochromatose juv$nile ; HC : h$mochromatose classique ; GR : globules rouges"
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Objectifs

Au momentoe jOaicommencZma these, il Ztait communZmenadmis, suite aux
travauxdu laboratoireet > ceuxdOautregquipedravaillantsur le mZtabolismelu fer, que
IOhepcidinagissaiten tantquOhormonieyposidZrZmianteninhibantiOabsorptiomtestinale
du fer alimentaireet en limitant le recyclagedu fer provenantdu catabolismedes GR

sZnescents par les macrophages.

JOacherchZdansun premiertemps”™ dZterminersi IOhepcidin@ouvait, par ce r™le,
stre utilisZecommeagentthZrapeutiqueansiOhZmochromatob&rZditairdiZe augene HFE.
Pour cela, jOairZalisZun modesle de thZrapiegerminaleen apportantde IOhepcidine
transgZniqué des souris hZmochromatosiqueses souris KO Hfe qui reproduisentes

anomalies du fer observZes chez les patients.

Ensuite,jOaivoulu comprendrequelles pouvaientetre les cibles molZculairesde
|IOhepcidineendantcomptede cette inhibition du transportde fer ~ traversla muqueuse

intestinale et IOexport du fer des macrophages vers la circulation.

Pour disposerdOurmodele dOZtudee IOhepcidinglus efficace,jOaidZveloppZin
nouveaumodele de souristransgZniquepermettantdOZtudielOimplicatiorde IOhepcidine
dansle mZtabolismelu fer ~ I0%o.gaulteet dOanalysédes effetsdOun@augmentatiodongue
ou courte ou dOunaiminution destaux dOhepcidineirculants.COeste modele de souris
inductible hepcidine.Ce modsle mOapermis dOZtudieles effets dOurapport chronique
dOhepcidindansle modele KO Hfe et dOZtudieles changementsle la rZpartitiondu fer
provoquZs par IOhepcidine dans ces souris.

Enfin, le laboratoireayantdZveloppZun nouveaumod-le viable de dZficienceen

hepcidine, les souris KBlepcl, je me suis attachZe " caractZriser le phZnotype de ces souris.
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RZsultats

Article 1!: Constitutive hepcidin expression prevents iron overload in a

mouse model of hemochromatosis

Nicolas G*, Viatte L*, Lou DQ, BennounM, BeaumontC, Kahn A, AndrewsNC,
Vaulont S. Nat Genet. 2003 May:34(1):97-101.*les deux auteurs ont contribuZ ~ part Zgale.

Aspect prZventif dOune surproduction dOhepcidine dans un modsle murin
dOhZmochromatose

Introduction

LOhZmochromatob&rZditaird HH) estunemaladiegZnZtiqueutosomiqueZcessive
due,dans80% descas,” unemutationdansle gene HFE (voir chapitreC!HZmochromatose
classique!E).

E 10Zpoques mon travail de these a commencZnon laboratoirevenaitdOZtablile
r'™Mlede IOhepcidinelansla rZgulationdu mZtabolismedu fer gr%.cé la crZationde deux
modelesmurins!:un modele de dZficienceen hepcidine les souriskO Usf2, prZsentantine
surchargeen fer massive,et un modesle de souris transgZniquegxprimant de fason
constitutive IOhepcidine dZveloppant une anZmie ferriprive prZcoce, les soutdsclR-

Toutlaissait™ penserquelOhepcidin&taitcapabledOinhibelOabsorptiomtestinalede
fer et son recyclage par les macrophages.

Dans cette premiere partie de mon travail de these, jOaivoulu rZpondre™ deux
guestions!:

DOuneart, jOaivoulu savoir si la protZineHFE pouvaitinteragir aveclOhepcidine,
petit peptidede 25 acidesaminZset, par consZquensi IOhepcidinavaitbesoindela protZine
HFE pour exercersonaction.En effet, la protZineHFE appartient la famille desmolZcules
du CMH declassd qui sontcapablesle prZsentedespetitspeptidesantigZniquesssusde la
dZgradatiordes protZines, descellulesspZcialisZesle la rZponseémmunitaire. Notons
cependanguOikvait ZtZdZcritdansla littZratureque,dOapresastructuretridimensionnelle,
la protZineHFE semblaitincapablede prZsenteun peptidecommeles autresmolZculesdu
CMH 1[213].

DOautrgart, jOaivoulu testersi IOhepcidin@ar soneffet inhibiteur de [OentrZde fer
dans le sang pouvait prZvenir la surcharge martiale de IOhZmochromatose.
RZsultats

Afin de testerles r'Mlesespectifsde HFE et de IOhepcidin@ous avonsutilisZ les
modeles suivants!:

I Les sourisKO Hfe provenantdu laboratoirede Nancy Andrews (Boston,USA). Ces
sourisreproduisentles anomalies du fer trouvZeschez les patients atteints
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dOhZmochromato&dZvatiorde la saturationde la transferrine accumulatiordu fer dans
les parenchymes et diminution du fer splZnique)[224]

I LessourisTTR-HepcldZveloppZeparle laboratoire[281]Les sourisTTR-Hepclsont
anZmique®t peudOanimaukansgZniquesurviventjusquO10%.gedulte sansapportde
fer ~ naissancear injection sous-cutanZde fer dextran.Trois lignZestransgZniquesnt
ZtZ dZveloppZes au laboratdifelure 6a de |Oarticle)

- deux lignZesexprimantfortementle transgene(Thepc35et Thepc61)qui sont
difficiles = maintenir sans apport de fer ~ la naissance!;

- unelignZe(Thep27)qui exprimeplus faiblementle transgene.Chezcessouris,
|IOanZmiestmodZrZetdispara’t 10%.gke deuxmois, permettantescroisements
et un Zlevage plus facile

Dansles trois lignZes,|0anZmidessourisentra’nda rZpressiorde IOexpressiodu
gene endogenecodantpour IOhepcidine[281Figures 2b, 4b et 6a de |Oarticlel Northern
blot rZvZlantestranscritshepcidineRransgZniquet endogeneDdansle foie). On notequela
diminutiondOexpressiaiu transgeneet dela disparitionde |OanZmie deuxmois estassociZe
" la normalisationde gene endogenedansla lignZe Thep27 (Figure 2b de |Oarticle)
LOanZmiebservZelanslestrois lignZesesttres prZcoceet estdZtectablén uterodss le stade
E15,5.CetteanZmiesOexpliquiss probablemenpar IQinhibitiordu transportplacentairede
ferlize™ I0expressiodu transgenehepcidinedirigZeparle promoteurTTR dansle foie fital
" un stade o- les genes endogenes hepcidine ne sont pas expfimZs: 2a de |Oarticle)

NousavonsmontrZ ,dansun premiertemps,queles taux dOARNnhepcidinequi sont
normalemenaugmentZenrZponsé unesurchargeenfer[310], I0Ztaierfgalementansles
sourisHfe-/- %0gZede 3 semainesnaisde fason insuffisanteau regardde la surchargesnfer
(rapportde la quantitZdOARNmhepcidinehZpatiqué la quantitZde fer du foie, Figure 1 de
|Oarticle) De meme, les sourisHfe-/- de 32 jours qui ont trois fois plus de fer hZpatiquegue
dessouriscontr™lesnt autantdOARNNhepcidinequecesdernisres(Figure 4ade |Oarticle)
Ce rZsultatdOexpressiomappropriZedu(des)gene(s) hepcidinedans|OhZmochromatose
gZnZtiqudiZe ~ HFE a ZtZtrouvZ par diffZrentesZquipes’ la fois chezla sourig3, 269] et
chez IOhomme[30, 116, 275].

Afin dOobtenidessourisHfe-/- portantle transgeneHepcl(sourisTg Hfe-/-!; Tg =
transgZniqueyyousavonscroisZdansun premiertempsdessourisfemellesHfe-/- avecdes
sourism%ole§ TR-Hepcl (souris Tg). En effet, au vu de la prZsencele IOanZmiehezles
souristransgZniques| estprZfZrablegue les femellesgestantesientdesstocksen fer non
altZrZset que ce soit les m%olegui soientporteursdu transgene Les sourism%ole3 g Hfet/-
obtenuesontensuitecroisZesivecdesfemellesnTg (nontransgZniquedife+/- pour obtenir
dessourisTg Hfe-/-. LesmembresdOunensme portZeissusde ce croisemenne portantpas
le transgene(nTg) ou portantle transgeneet exprimantle gene Hfe(Tg Hfe+/?) sontutilisZs
comme contr™I¢Bigure 37)
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nTg Hfe +/-, Hfe +/- ,
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nTg Hfe+/?, nTg Hfe-I- , Hfe +/?, Hfe-/-,

Figure 0-" Croisement entre souris TTR'Hepc! (Tg) et souris KO Hfe
nTg : souris qui ne porte pas le transg%ne TTR'Hepc!&non transg$niques ; Tg : souris portant le
transg%ne TTRHepc! ; Hfe@;?: souris de g$notypeHfe@; @ ouHfe @;"

LOanZmidessouristransgZniqueZtantdZtectabledes le stadeE15,5,nousavons
dOabordtudi2Oeffetie|OhepcidineransgZniquerovenandela lignZeThep27™ cestadeen
sacrifiantles femellesgestantes Tg Hfe+/? et prZlevanies embryonspour doserla quantitZ
de fer totale desembryonsapres gZnotypagelL OZtuddesembryonsau stadeE15,5,montre
quela prZsence®u non dOHfalansla sourisnon transgZniquaQinflugassur la quantitZde
fer totale desembryons(Figure 3 de |Oarticle) Ce rZsultatdZmontreque Hfe nOespas
essentiell@utransporiplacentairede fer et confirmequele phZnotypele surchargeenfer de
IOhZmochromatossst progressifet ne se manifestequO10%.gadulte. En revanche la
prZsencalu transgenehepcidineinduit toujours, quel que soit le gZnotypeHfe(sourisTg
Hfe+/? ou Tg Hfe-/-), unediminution du fer total et une p%.leudesembryons(Figure 3 de
|Oarticle) CerZsultatmontrequelOhepcidinaOaasbesoinde la prZsencele la protZineHfe
pour exercer son effet dOinhibition de IOentrZe de fer dans le sang.

Nousavonsvoulu parla suitedZterminete r™lale |Ohepcidinsurla surchargesnfer
des souris Hfe-/- ~ un stadeadulte. Pour cela nous avons sacrifiZ les souris issuesde
croisemenentrenTg Hfet+/- et Tg (Thep27)Hfet/- ~ 10%ogke 3 semaines] mois ou 2 mois
puis nous avons dosZ le fer hZpatique de ces souris.
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De faeon intZressantdDZtudde la quantitZde fer hZpatiquechezles sourisTg Hfe-/-
montreque la productionconstitutivedOhepcidinempechelOapparitiolOunsurchargeen
fer chezles sourisHfe-/- ~ trois semainegFigure38) et un mois (Figure 5 de |Oarticle) E
deuxmois, les sourisTg Hfe-/- voientleur fer hZpatiqueaugmentZFigure 2b de [Oarticle)
probablemenpardiminutiondu tauxdOhepcidingansgZniquet disparitionde |OanZmie cet
%oge-I".

Fer h!patique "ug fer#g$
300

g
250

200
150 *

100 T

50 -

nTg Hfe+/- nTg Hfe-/- Hfe+/- Hfe-/-

Figure 08" Dosage de fer h$patique / 0 semaines des souris Tg Hfe'";'
nTg : souris qui ne porte pas le transg%neTTR'Hepc!&non transg$niques ; : souris portant le
transg%ne TTRHepc!" a : vs nNTgHfe@; ?& p E :&:::6" * : vs nTg Hfe';' & p E :&::!"

Pourconfirmercettehypothese |OexpZrienc@ZtZreconduitecettefois encroisantdes
sourism%olesurvivantesdeslignZesThep35et Thep61qui maintienneniOexpressiodu
transgen€’ 2 mois(Figure 6ade |Oarticle) noninjectZesaufer, avecles sourisHfe-/- (Figure
37). Le dosagede fer hZpatiqueet la colorationde Perlssur le foie de sourisTg Hfe-/- issues
de cescroisementsmontrentune absencele surchargeenfer (Figures 6b et ¢ de [Oarticle)
confirmantle r™ledu transgenehepcidinedansla prZventionde IQapparitiode la surcharge
chez les souribife-/- ~ 10%.ge de deux mois.

Discussion

Ces travaux ont donc permis dOZtablique IOhepcidinenOavaipas besoinde la
prZsencede la protZine Hfe pour inhiber IOentrZalu fer dansle sang. Ces travaux
dZmontraienZgalemenpour la premisre fois le r™lghZrapeutiquerZventifde IOhepcidine
dans un cas de surcharge en fer liZe ~ I0absence dOHfe.

Le modele dela cryptequi proposaitun r™lele HFE dansla programmatiordu statut
absorptifdesentZrocytegnfonction dessignauxsensZgar HFE au niveaudescellulesdela
crypte[334] a ZtZremis en questionsuite ~ cestravauxet - dOautreZtudes.Ce modele
reposaiten effet surlQexpressiote HFE " la surfacebasolatZraléescellulesdela crypteet
sur le dZlai observZentre des modificationsdes stocksen fer ou de |OZrythropoesset
|Oadaptatiode |Oabsorptioimtestinale™ seschangementattribuZautempsde migrationet de
diffZrenciationdescellulesde la crypte en entZrocytesHFE, dansce modele de la crypte,
ZtaitdZcritcommele senseudessignauxplasmatiquesiu niveaudescellulesde la crypte
programmZeslors " se diffZrencieren entZrocytesabsorbantplus ou moins de fer (voir
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chapitreC!Modsledela crypte!E)ll a ZtZmontrZparla suitequele gene HFE ZtaitexprimZet
la protZineprZsenten grandequantitZdansles hZpatocytes[156L07] et quele dZlaiobservZ
pouvait correspondreau dZlai de rZponsede IOhepcidinelune fois que IOhepcidinétait
synthZtisZeet sZcrZtZelOinhibitionde IOabsorptiorse fait dansun tempstres court,
probablementlirectemensurlOentZrocyie08]. LOexpressicdnappropriZelu gene hepcidine
face” la surchargeenfer lize” I0absencdOHfesuggZraipourla premierefois un r™lelOHfe
auniveauhZpatiquelansla rZgulationde IOhepcidinplut™guOum™I|elOHFEu niveaude la
crypte.NotonscependantiuOinOesgpasimprobablequeles deuxtypesde rZgulationpuissent
exister.LOZtudeu KO conditionneld®ife danslOintestiret dansle foie, dZveloppAlansle
laboratoirede Martina Muckenthaler devraientpermettredOZtablidZfinitivementles r™les
respectifs dOHfe dans ces deux tissus[187].

LOexpressionnappropriZedOhepcidinget/ou les taux anormalementfaibles
dOhepcidinarinaire) a pu tre montrZepar la suite dansdOautresypes dOHH!liZes aux
mutationsdu gene TfRZ180, 278, 381] ou du gene HIV[158, 287,297]. | a Zgalemen¥tZ
montrZquedesmutationsdansle gene hepcidinechezlIOhommétaient 1Qoriginale certains
casdOhZmochromatogeZnile[329] LOensemblde cesrZsultatsa amenZ considZreun
dZfaut dOhepcidineomme le dZnominateurcommun de ces maladies conduisant”
|OapparitiomlOuneurchargemartialehZrZditairgorimaire et~ envisagere nouvellesvoies
thZrapeutiquepour la prZventionde IOhZmochromatosk. a aussiapportZde nouveaux
ZIZmentsur la rZgulationde IOhepcidingar le fer enimpliquantde nouveauxacteursdans

cetterZgulation!'HFE, RTf2 et HJV (voir chapitreC!Hepcidinet dZsordresiu mZtabolisme
du fer!E).
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Hereditary hemochromatosis is a prevalent genetic disorder of
iron hyperabsorption leading to hyperferremia, tissue iron
deposition and complications including cirrhosis, hepatocarci-
noma, cardiomyopathy and diabetes. Most individuals affected
with hereditary hemochromatosis are homozygous with
respect to a missense mutation that disrupts the conformation

of HFE, an atypical HLA class | molecule (ref. 1; OMIM 235200).
Mice lacking Hfe 2P4or producing a C282Y mutant Hfe protein 3
develop hyperferremia and have high hepatic iron levels. In
both humans and mice, hereditary hemochromatosis is associ-
ated with a paucity of iron in reticuloendothelial cells. It has
been suggested that HFE modulates uptake of transferrin-
bound iron by undifferentiated intestinal crypt cells, thereby
programming the absorptive capacity of enterocytes derived
from these cells ®6; however, this model is unproven and con-
troversial 78, Hepcidin, a peptide hormone (HAMP; OMIM
606464), seems to act in the same regulatory pathway as HFE.

Hamp mRNA
- N

100 200 300
liveriron (ug/g wet wt)

Fig. 1 Hamp mRNA levels in 3-wk-old Hfe*®and Hfe®®mice. Liver Hamp expres-
Hamp mRNA level (18S nor-

sion was quantibed by northern-blot analysis, and
malized, arbitrary units) was determined using a STORM850 Phosphoimager and
ImageQuant 5.0. Results are plotted in relation to iron liver concentration.

Although expression of mouse Hamp is normally greater dur-

ing iron overload, Hfe®®Pmice have inappropriately low expres-

sion of Hamp. We crossed HfeP’® mice with transgenic mice
overexpressing Hamp and found that Hamp inhibited the iron
accumulation normally observed inthe  Hfe®®Pmice. This argues
against the crypt programming model and suggests that failure

of Hamp induction contributes to the pathogenesis of
hemochromatosis, providing a rationale for the use of HAMP in

the treatment of this disease.

Normal iron balance is maintained by meticulous regulation of
iron absorption from the intestine and iron release from
macrophages. It is modulated in response to body iron stores and
demand for iron by erythropoieSigo prewent deleterious
extremes of iron debciency or excess.

HAMP (hepcidin) is a peptide hormone that may be central to
these regulatory systems. It is synthesized predominantly in the
liver, secreted as peptides of 20025 aminct&@ldsnd expres-
sion is induced by dietary iron loadifgHamp-debcient mice
accumulate iron in parenchymal cells due to greater intestinal
absorption and impaired retention of iron by reticuloendothelial
macrophage ceff§ Recently, humans with severe hemochro-
matosis have been shown to have null mutations in the gene
HAMP4, In contrast, transgenic mice overexpreskiamphave
markedly lower iron stores, resulting in severe anénildus,
HAMP seems to be a negative regulator of iron release both from
reticuloendothelial macrophages and from enterocytes mediat-
ing intestinal absorption of dietary iron.

This conclusion is further supported by studiesHaEmp
expression in inBammatiorHlamp-debcient mice are unrespon-
sive to the hypoferremic effects of inRammation provoked by
turpentine injectio®. Humans with constitutively activéAMP
expression develop iron-refractory anemia associated with defec-
tive intestinal iron absorption and macrophage iron retention,
similar to the anemia of chronic inRammatfdnOther individ-
uals with anemia and inBammation have been reported with ele-
vated urinary HAMP excretidfi

Because HFE and HAMP both seem to be important in regu-
lating iron metabolism, and becauldée-debcient andHamp
debcient mice have similar iron overload phenotypes, we
speculated that HAMP and HFE might act through the same reg-
ulatory pathway. We examined liiéampmRNA levels ifHfe?/®
mice at 4 months of age, when liver iron content is makinal

1pZpartement de GZnZtique, DZveloppement et Pathologie MolZculaire, Institut Cochin, Institut National de la SaenzhetMédicRiesiCentre
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ChildrenOs Hospital, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts, USA. Correspondence should be addressaddot@vo¢himaikeman. fr).
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a transgenic non—transgenic Fig..2 Phenotypic features of the Thep27 transgenic mice. The trans-
genic Thep27 line was generated as previously reported 1%, a, Two
transgenic embryos at embryonic day (E) 15.5 are shown along with
two non-transgenic littermates. The transgenic embryos were very
pale in comparison to their non-transgenic littermates. At this age,
we found that transgenic embryos had roughly one third of total
iron content of non-transgenic embryos (12 + 1 pg iron per gram wet
tissue in transgenic embryos ( n = 16) versus 36+ 2 in non-transgenic
embryos (n = 15), P < 0.0001). The anemia persisted throughout the
brst month of life, with average hemoglobin concentrations of 12.8
b + 1.3 g dIP1in transgenic mice ( n = 4) versus 14.6 + 0.6 g dI®Lin non-
transgenic mice ( n = 6; P < 0.05). Thereafter, both the hematological
1 2 3 4 5 6 7 8 9 101 parameters and the hepatic iron content were indistinguishable
from normal. b, Time course of transgenic (Tg) and endogenous
- 18S (end) liver Hamp mRNA levels as determined by northern-blot analy-
sis in transgenic (lanes 193, 507, 9 and 10) and non-transgenic (lanes
4, 8 and 11) mice. Due to the presence of the SV40 small-T poly(A) *
- Tg Hamp sequence, the size of the transgenic Hamp transcript is larger than
L d H that of the endogenous Hamp transcript. The blot was probed
en amp simultaneously with the ribosomal 18S cDNA to check for RNA
integrity and loading. Hamp was expressed earlier in this outbred
. B6D2-C57BI/6-129Sv genetic background than in the previously
birth 32d 66 d reported inbred C57BL/6 background 15

Hamp mRNA expression was not induced #ife®’® mice, Hampexpression was downregulated in young Thep27 anemic
despite a four-fold increase in liver iron content (data nwmice (Fig. B), but by 66 days of age, the anemia subsided and
shown). To confirm thaHampexpression did not change durdevels of endogenottlampmRNA normalized.

ing iron overload irHfe®Pmice, we analyzeadampmRNA as  Among embryos from akifé®?’®x Thep27 cross (Figa3 Hamp

a function of the liver iron concentration Hfe® and Hfe®® transgenic offspring were pale and anemic, regardless dfifieir
mice at 3 weeks of age, during the iron loading phagnotype. We quantibed total iron content in embryos from six lit-
AlthoughHampexpression was positively correlated with livears (Fig. 8), and, as observed previously, transgenic mice with a
iron concentration in bottHfe'’® and Hfe?’®mice, the slope ofwild-type Hfe genotype had three times less iron than their non-
the line was lower iife®®mice (Fig. 1). This observatiorransgenic counterparts. We observed the same effect in transgenic
concurs with recent reports that mifeand humang! with Hfé?’® embryos compared with non-transgertiée®® embryos,
HFE-associated hemochromatosis have inappropriately iogicating that fetaHamp might inhibit placental iron transfer
HAMP levels, suggesting that failure of normal HAMP indueven in the absence of HFE. Furthermore, total body iron content
tion might contribute to iron overload. was similar in non-transgenidfe®®and non-transgenidife’?

To explore this possibility, we intercrossefe®®mice® with mice, indicating that loss of Hfe does not increase placental iron
transgenic mice constitutively expressitemp (Thep27) and transport. Accordingly, no iron overload has been observed in new-
analyzed tissue iron content akthmp expression in the off- born Hfe®®mice® or human infants with a genotype associated
spring. Thep27 mice express a liver-speklidup transgen®®, with HFE-dependent hemochromatosison overload is clearly
resulting in fetal (Fig.& and neonatal anemia. Thep27 mice aapparent irHfe®Pmice by day 32 (ref. 3).
viable without iron therapy and their anemia resolves spontaWenext asked whether expression oftfaenptransgene abro-
neously after the brst month of life. As repofiedndogenous gated iron loading itife®Pmice at day 32. We crossed transgenic
Hfe’® males with non-transgenldfe™®
females and analyzed liégampmRNA
expression (Fig. 4). In accord with our
previous results, the level of endogenous
1 2 3 4 5 6 7 8 Hamp mRNA was not higher in non-
transgenicHfé®’® mice than in non-
transgenicHfe"’? mice, although liver
iron content was more than twice as high
in non-transgenicHfe?’® mice (283t
- e e H— - - +— Hfe 84ug per g in non-transgenielfe®’®
(n=13) versus 10b522g per g in non-

a ) .
transgenic non-transgenic

121 111 107 380 376 377 430 41.2 totaliron
(Hg/g wet wt)

b Fig. 3 Total iron content in E15.5 embryos carry-
50 ing the Hfe mutation and the Thep27 Hamp
1 transgene. To produce the transgenic — Hfe®/®
40 —l_ mice, transgenic (Tg) mice were Prst mated with
—l_ non-transgenic Hfe*® mice to obtain transgenic
30 Hfe*/® males. These males were interbred with
1 non-transgenic  Hfe®’® females to produce the
20 - transgenic Hfe®®mice. a, Phenotypic analysis of a
1 * * typical litter at E15.5. The genotypes of the pups
10 are indicated. b, Quantipcation of total liver
n=15 n=16 n=9 n=10 iron. Results are expressed as mean + s.d. for the
0 number of mice indicated, and statistical analysis
nTg Tg nTg Tg was done using StudentOs t-test (unpaired, two-
tailed): * P < 0.0001 as compared to non-trans-
genic (nTg) mice in each group.

total iron (ug/g wet wt)
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transgenicHfe'? (n = 19)). Transgenic &

. . . _/_
Hfe™? mice had lower liver iron content Hfe _t/+ +/+ 4=+l - 4+l +i- 4 Hfe

than non-transgenitife’’? mice (68+ 13
g per g in transgenidfet’? (n= 13) ver- ~ 185
sus 10% 22ug per g in non-transgenic
¢+ (= i
Hfe"*(n = 19)), probably accoluntllng for_ —end Hamp
the partial or complete extinction o

endogenousiamp expression. Endoge- “«— > 105:22 «—— > <> 233+ ga<——> liver iron
nousHampmRNA was never detected i (Hg/g wet w)
transgenidife®Pmice, again indicating

defective regulation oHamp in the D

absence of Hfe. Hematological param o i /s 4/e /e /e 4/ /e +— +i- Hfe -

ters, including hemoglobin concentra
tion, were indistinguishable betwee L 185
transgenicHfe’? and transgenidife®’®
mice (data not shown). The mos

-—Tg Hamp

notable result was that expression of t +end Hamp
Hamp transgene totally prevented irol

overload in the livers of transgeiée®’® > 68s134—— > > g9ssp«——yliver iron
mice (99+ 52 pg per g in transgenic (Mg/g wet wt)

HfeP’®(n = 11) versus 288 84 g per ¢

in non-transgenicheD’D(n = 13))_ Thus, ::ig. 4 Endogrenous ahd(t_;ar;sgednic dHamp exp(ress)iol_n in mi(;e carwiné;’\t‘r;\el Hfle mutation ar:q')/o(rjtge ThetE27 b:-liimp
. . . . /D i ransgene. Transgenic (Tg) and endogenous (end) liver Hamp m evels were quantiPed by northern blot-
liver iron accumulation Ian@ m_lce ting (as in Fig. 1 b) in non-transgenic Hfe */? and non-transgenic Hfe®Pmice (a) and in transgenic Hfe*/? and trans-
can be prevented by overexpression Cgenic Hfe®®(b) mice at 32 d.

Hamp transgene in the Prst month c
life, as early as 21 days (data not show
Because our data suggested that the
Thep27 transgene was partially silenced after the brst monthashp modulates intestinal iron transport at the level of the
life, we compared liver iron content at 32 and 66 days (Fign@ture enterocyte. If Hfe is just one means of controlling
Liver iron was constant in non-transgeiiée’? mice, whereasHamp expression, and others are intact fe?® mice, this
liver iron stores were replenished in transgétfee/’? mice, with would explain whyHamp is present but not appropriately
values approaching those of non-transgerfe™” mice. As induced in those mice. Lower levels of endogertdasp
expected, liver iron content was higher in non-transgéti®® expression in 66-day-old transgenic mice could be attributable
mice at 66 days. Iron accumulation was still much lower in tratesanemia in Thep35 and Thep61 mice, but this should not be
genicHfe®Pmice at 66 days than in non-transgeidie®®mice, the case for non-anemic Thep27 mice. The result of inappro-
though it was higher than in 32-day-old transgetie®’®Pmice. priate Hampregulation inHfe®®mice is a relatively mild iron
This result probably rel3ects the low level of transgene expressémting compared to mice with total loss l&dmp expres-
after the brst month of life. siont3 analogous to observations in humans with severe juve-
To conbrm our Pndings, we brddfe®®mice with two other nile hemochromatosié.
transgenic lines, Thep35 and Thep61, each of which maintains
high level of transgene expression (Fyafd has more severe
persistent iron debciency. The mice are anemic, and, in con
to Thep27, endogenolsampexpression is still repressed at tw
months. At two months, Thep35 and Thep61 mice have 53% [ 32-d-old mice
33% lower hemoglobin concentrations, respectively (7.1 + 1 [166-d-old mice
dIPlin Thep35 micer(= 10) versus 15.1 = 0.8 in non-transgen
mice (1=12),P<0.0001; and 10.5 + 1.0 P&h Thep61 micer(
= 8) versus 14.5 + 1.1 in non-transgenic mine=(8), P <
0.0001). Thep35 mice also have compensatory splenomege
is typically observed in mice with severe iron debciency (N.C
unpublished results). Viability of both transgenic lines was p
unless they were treated with itSnbut a few mice did survive
Transgeni¢ife®Pmice produced from crosses with both of the
lines had complete absence of iron overload compared with r
transgenidife®’Pmice at two months (Fig.b&). These results
indicate that sustained, high level$laimptransgene expressiol
prevented liver iron accumulation in spite of the absence of . h=9]n=7
The inhibition of iron absorption depends on the leveHamp nTg  Thep27 ‘ nTg " Thep27
transgene expression, which explains why it is associated Hfe Hfe--
anemia in Thep35 and Thep61 mice but not in Thep27 mice.
In summary, we find that the absence of Hfe results in a tau-
ure ofHampinduction in spite of iron overload and that Con!:ig. 5 Livgr iron content in transgenic Thep27  Hfe ®®Pmice. QuantiDcat!on ofliver
stitutive Hamp expression blocks iron loading in mous! e 7245 s e Theo2t v on tnsgene (110 mee
hemochromatosis. Our data could be explained by a SiNber of mice indicated, and statistical analysis was done using Student®s t-test
model in which Hfe acts as a regulatoHampexpression and (unpaired, two-tailed): * - P<0.001; ** P < 0.0001.
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200 *

liver iron (ug/g wet wt)
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Fig. 6 Liver iron content in transgenic Thep27, Thep35 and Thep61  Hfe®Pmice.

a Thep27 Thep35 Thep6l a, Transgenic (Tg) and endogenous liver Hamp mRNA levels, as quantibed by

northern blotting, in 66-d-old mice from the three transgenic mouse lines.

b, Quantibcation of liver iron level in 66-d-old Thep35 (open symbols) and

Thep61 (Plled symbols) mice carrying the Hfe mutation. c, Liver sections from
—=18S two-month-old non-transgenic (nTg) and transgenic (Tg, Thep61) Hfe®®Pmice
were stained with the 3,3-diaminobenzidine and PerlOs stain to detect iron
(brown). The arrow shows that iron deposition is greatest around the portal
vein in non-transgenic (NTg) Hfe®Pmice.

Tg nTg Tg nTg Tg nTg

— Tg Hamp
— end Hamp

expression observed in individuals who are homozygous with
1,000 - respect to the allele encoding C282Y mutant HFE.

HAMP gene regulation in response to iron status is not yet
understood, although C/EBPhas been implicated in some
750 - oo aspects of promoter contfdl Iron-dependent regulation of
= Hamp expression may involve cells other than hepatocytes.

Indeed, iron was found to have no efféot even to downregu-
500 - —— lateHAMP expressioR8when added to human cultured hepato-
O cytes. We speculate that hepatic KYpffer cells (macrophages) may
o0 communicate with hepatocytes to effect regulation oHAMP
250 A o response. The demonstration that IL-6, a macrophage-produced
Re) cytokine, can stimulatel AMP expression by hepatocyt€sup-

o A . ¥ 8 ports this hypothesis. InappropriatéAMP expression could
e mediate the pathological effects of mutationsiFEin heredi-
Hfe*~  Hfe™ Hfe*"~ Hfe™" tary hemochromatosis. Accordingly, we speculate that HAMP
) therapy could benebpt individuals with hemochromatosis by pre-
non-transgenic Thep35 & Thep61l venting iron overload and its complications.

(o

liver iron (1 g/g wet wt)

Methods

nTg Hfe 7~ Thep61Hfe Mice. All mice used in the experiments were cared for in accordance with
criteria outlined in the European Convention for the Protection of Labora-
tory Animals. Mice were maintained in a temperature- and light-con-
trolled environment and were given free access to tap water and food (stan-
dard laboratory mouse chow, AO3, UAR, France).

Generation of transgenic micé&lull Hfe-debcient miceHfe?’Pmice) have

been previously describedVe generated transgenic mice overexpressing
Hamp as previously describ®d BrieRy, we introduced Hamp cDNA
fragment between transthyretin sequences (consisting of the 3 kb of the

. . mouse transthyretin regulatory regionsdthe cap site, the brst exon, brst
We propose that HAMP functions to regulate iron eXportlftron and most of the second exon) and the SV40 small-T pdig@pal

from enterocytes and macrophages. Normally, absorply¥g,enc® we detected the transgene by Southern blotting and PCR
enterocytes retain some iron and transfer some acrossa#sis of DNA prepared from tail biopsy samples. Primer sequences are
basolateral membrane to enter the plasma. The iron retaiaglable on request.

by the enterocytes never enters the body; it is lost when the

cdls senesce and are sloughed into the gut lumen. If the fi@ethern blotting. We deatured 20ug of liver RNA in formaldehyde-

tion of iron transferred across the basolateral membraneoigaining buffer and separated it by electrophoresis through 1% agarose,
greater, however, more dietary iron is absorbed. If HAMP n@2 M formaldehyde gels. We did northern blotting as deséribaiter

mally functions to limit basolateral iron release, then relatRiectrophoresis, we transferred RNA to a nylon membrane (GeneScreen
HAMP deficiency would result in greater net intestinal irgrtS: PUPONt-NENTM Life Science Products) in<Z@linebsodium cit-
absorption. Similarly, if HAMP normally functions to limif&t€ tuffer. The probe used to detédampmRNA has been previously

. . . described®. Owing to the presence of the SV40 small-T poly(A)
macrophage iron release, then inappropriately low HAMP Ig quence, the size of the transgefsimptranscript is larger than that of

els would explain both the relative iron depletion of reticft‘l'e endogenous transcript. We stripped each blot and reprobed it with

loendothelial macrophages and the higher plasma iron leNglsomal 18S cDNA to check for integrity and conbrm the amount of
that have been consistently reported in individuals wij#aded RNA.

hemochromatosis. In this model, HAMP would modulate the
expression or activity of the cellular iron export machinery jibn measurements and histochemistrye quantibed iron concentra-
the same way in both cell types. tions as previously descri¥éan fragments or total organs using the IL

At least one iron export molecule, the transporter SLC11eg8 (Instrumentation Laboratory). For histochemistry, we incubated sec-
(ferroportin), is expressed both at the basolateral membran#ogg from liver for 20 min in 1% hydrogen peroxide in 0.1 M phosphate-
enterocytes and in macrophages, and its function mightbggered saline, immersed them in PerlOs solution (1:1, 2% HCI and 2%

modulated by HAMP to mediate the effects of the Storeso%t@ssium ferrocyanide) at room temperature for 30 min and incubated

erythroid regulator. This could easily be accompllshedth for 10 min in 0.015% hydrogen peroxide in 3,3-diaminobenzidine
tetrahydrahloride.

HAMP is th.e final effector, d,own,s”eam of HFE and the Otheﬁematological analysis of mice. We obtained blood by retro-orbital phle-
molecules involved in sensing iron stores and bone MariR¥my pefore mice were killed and collected it in heparinized tubes (capiject
iron demand. In addition, genetic variability in the expressiemLH, Terumo Medical Corporation). We determined blood cell counts
of HAMP might contribute to the wide range in phenotypignd erythrocyte parameters using a MaxM coulter automatic analyzer.
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Article 2!: Deregulation of proteins involved in iron metabolism in
hepcidin-deficient mice.

Viatte L, Lesbordes-Brion]C, Lou DQ, BennounM, NicolasG, Kahn A, Canonne-
Hergaux F, Vaulont S. Blood. 2005 Jun 15;105(12):4861-4. Epub 2005 Feb 15.

MZcanismes molZculaires conduisant ~ I0Ztablissement dOune surcharge en fer en
absence dOhepcidine.

Introduction

La miseen Zvidencele [OhepcidineommerZgulateudu mZtabolismelu fer a suscitZ
de nombreuxtravauxvisant™ dZfinir les cibles molZculairesde IOhepcidingour son effet
inhibiteur de IOabsorptiomtestinaledu fer. Pourcela, diffZrentsstimuli ont ZtZutilisZspour
faire varierles taux dOhepcidingZgimepauvreenfer, riche enfer, traitementpar desagents
inflammatoiresou hZmolytiqugs, 105, 208, 237, 404] ou directementde IOhepcidine
recombinanteou synthZtique[397404] afin dOZtudieles consZquencede ces variations
dOhepcidinsur les niveauxdOARNmMet/ou de protZinegmpliquZesdansle mZtabolismelu
fer, et ce, dansle duodZnunet/oudansle foie. Pasde consensuglair ne ressortaitde ces
ZtudesjOadoncvoulu mesureila quantitZde cesprotZinesiu mZtabolismelu fer enabsence
totale dOhepcidine.

JOaitilisZ pour celales souriskO Usf2 dZveloppZedansle laboratoire.Cessouris
prZsententin dZficit fonctionnelen Hepclet Hepc2(voir chapitreC!HepcidineldZcouverte,
structure et rZgulation!E).Ces souris ont une surchargeen fer importante dans les
parenchyme®t une diminution du fer splZniquerappelantles anomaliesdu fer de IOHH.
NotonsquelOabsenadOUsf2facteurde transcriptionubiquiste danscessourisprovoqueune
tres forte 1ZtalitZ pZrinatale et fait que peu dOanimaux Ztaient disponibles pour analyse.

Danscessouris,jOaidZcidZde mesurerles variationsdes niveauxde protZinesen
utilisantles anticorps™ notredispositionpar les collaborationsavecle laboratoirede Carole
Beaumontet FransoisCanonne-Hergaux la FacultZBichat™ Paris(anticorpsdirigZscontre
la ferroportineet DMT1), celui dOAndrewMcKie ~ Londres(anticorpsanti-Dcytb)et celuide
P Santrambrogict S. Levi ~ Milan (anticorpsanti-ferritine) ou par IQutilisatiordOanticorps
commercialisZ (anti-cZruloplasmine).

RZsultats

NousavonsprZlevZsurles sourisUsf2-/- lestrois organesnajeursdu mZtabolismelu
fer, le duodZnumle foie etla rate,pourlOanalysdesprotZinesiOintZrsparwesterrblot et/ou
immunohistochimie.

Au niveaude la partie proximaledu duodZnumle transporteuDMT1 et la rZductase
Dcytb sontprZsentgn plus grandequantitZ” la surfaceapicaledesentZrocytesle souriskO
Usf2 par rapportaux souriscontr™leg=igure 1 de |Oarticle) De meme, la ferroportineest
produiteen plusgrandequantitZ la membrandasolatZraldessouriskO Usf2 (Figure 1 de
|Oarticle) LOabsencgOanticorpable disponibleau laboratoiredirigZ contrelOhZphaestine
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ne nousa paspermisde regardeie niveaudOexpressiate ce gene dansnossouris.On peut

toutefoisestimerque, comptetenu de IOimplicatiordesdiffZrentesprotZinesZtudiZesians

|Oabsorptioimtestinalede fer, leur augmentatiorentra’neenOabsenadOhepcidineineplus

grandeentrZede fer danslOorganismeendantainsi comptede la surchargeen fer observZe
dans les souris KOsf2

Dansle foie dessourisKO Usf2, la surchargeen fer entra’ne,comme attendu,
|IOaugmentatiotestaux protZiquesie ferritine L (Figure 2A de |Oarticle) probablementia
la diminution de IQactivitZdes IRP. On note Zgalementune augmentationdu signal
ferroportinepar westernblot (Figure 2A de |Oarticle)et immunohistochimie avec une
augmentatiorprZpondZrantdansles cellulesde Kupffer (Figure 2B de |Oarticle) Afin
dOZvalueru mieuxla partde rZgulationdueau dZfautdOhepcidineOuneZgulationiZe™ une
surchargeenfer dansle foie, nousavonscompar4OexpressionZpatiqualesgenesdessouris
Usf2/- avec celle de souris traitZes par un rZgime riche en fer (14 jours en rZgime fer carbonyl
3%). Il a ZtZmontrZquela quantitZdOARNnferroportineZtaitaugmentZéorsquedessouris
sontexpZrimentalemergurchargZesn fer ([237] et observationdaites au laboratoirenon
publiZes)mais nousnOavonpasretrouvZcetteaugmentatiorau niveauprotZiquechezdes
sourisayantreeu un rZgimeriche en fer (Figure 39). LOaugmentatiode la ferroportine
observZenabsenceOhepcidingansles souriskO Usf2nOesoncpasliZe” la surchargeen
fer dessouris.De fason surprenantenousavonsobservAinediminutiondela cZruloplasmine
hZpatiquehezles sourisdZficientesen hepcidinecomparZesuxsouriscontr™leg-igure 2A
de |Oarticle) CetterZgulationne semblepasnon plus attribuableaufer intracellulairepuisque
le traitementpar un rZgimeriche enfer fait augmentetes taux protZiquesie cZruloplasmine
dans le foigFigure 39)

Figure 09" Niveaux prot$iques de la ferroportine et de la c$ruloplasmine dans le foie de souris
sous r$gime riche en fer

En haut& mmunohistochimie de la ferroportine : elle n#estd$tect$e que dansles cellules de Kupffer et
sa quantit$ n#est pas modifie par la surcharge en fer"

En bas&d$tection de la c$ruloplasmine produite par le foie par western blot" La c$ruloplasmine est
augment$e dans le foie de souris en r$gime riche en fer" La diminution de la c$ruloplasmine pourrait
participer / l#accumulationdu fer dansles h$patocytes& I#instarde la surcharge h$patique observ$e
dans les cas d#ac$ruloplasmin$mie,+6+et chez la souris KOCp!33."
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La rate dessourisUsf2-/- estdZficienteen fer et on observe commeattendu,une
diminutiondela quantitZdeferritine L (Figure 2C de |Oarticle) La ferroportine commedans
le duodZnunret le foie, estprZsenten plus grandequantitZdansla rate (Figure 2C et 2D de
|Oarticle) La prZsencele la ferroportineestdZtectZau niveaudesmacrophagede la pulpe
rougedela rate,responsablede IOERFigure 2D de |Oarticle) De fason intZressantegn peut
noterquelOaugmentatiate la quantitZde ferroportineestassociZé unlZgerchangemende
poidsmolZculairede la protZinedZtectZéFigure 2C de |Oarticle) Ce changementle taille
pourraitcorrespondré desmodificationspost-traductionnellede la protZine par exemple
une phosphorylatiorou une glycosylation.Un tel changemenhOgasZtZobservZdansle
duodZnum et le foig-igures 1A et 2A de |Oarticle)

NousnOavonpasdZtectdie signalaveclOanticorp®MT1 et Dcytb dansle foie et la
rate de nos souris.

Discussion

Cestravauxont doncmontrZquelOabsena#gOhepcidindansle modsle dessouriskO
Usf2 conduisait” une augmentatiorcoordonnZele la ferroportinedansles trois organes
ZtudiZs CesrZsultatsconstituenta premiere dZmonstratiorin vivo de la stabilisationde la
ferroportineenabsencelOhepcidin€etteobservationrejoint IOhypothesdOunsensibilitZde
la ferroportine™ dessignauxsystZmiqueplut™tuelocaux[43].De plus, FraneoisCanonne-
Hergauxet al. ont montrZque les taux de protZineferroportineZtaientaugmentZsle fason
coordonnZelanscestrois organesdansde nombreusesituationsdOZrythroposesaefficace
par manquede fer utilisable par les GR (traitementpar un rZgimepauvreen fer, modsles
murinsdOanZmigZnZtiquessourissla, mk hpx ou lorsquelOZrythroposeseststimulZepar
traitement |OZrythroposZtime ™ la phZnylhydrazine[37DanstoutescessituationsJes taux
dOhepcidinsontconnuspour stre diminuZs(voir C!RZgulationle IOhepcidine!Et I0absence
dOhepcidinpourraitdoncstre la causede I[Oaugmentatiode la quantitZde ferroportine.Un
autreexemplede situationphysiopathologiquassociantinediminutionde IOhepcidinet une
augmentationde la ferroportinea ZtZ apportZpar Mok et al. danslOZtudales souris
polycythZmique®cmhZtZrozygotes[263].

Les rZsultatsdOunestabilisationde la ferroportineen absencedOhepcidineont en
parfaite adZquatioravec les rZsultatsde Nemethet al. qui montrent,” IQinversequOen
prZsencedOhepcidinela ferroportine est dZgradZeLOZquipaele Nemeth et al. a fait
surexprimerpar descellulesHEK293 un transgenecodantpour la ferroportinecouplZe” la
GFP. Le traitementde ces cellules par de IOhepcidindiumaine purifiZe a montrZ que
|IOhepcidinentra’naitOinternalisatiode la ferroportinede la surfacedescellulesvers un
compartimentintracellulaire puis la dZgradationde la ferroportine. Enfin, IQutilisation
dOhepcidineadiomarquZea permisde montrerque IOhepcidin&taitcapablede selier ~ la
ferroportine-GFP[277].

Nos rZsultatsmontrent ZgalementgquOerabsencedOhepcidinegutre la quantitZ
augmentZele ferroportine, les quantitZsde DMT1 et Dcytb ZtaientaugmentZeslansles
entZrocytesCommentpeut-onexpliquerla rZponsedle DMT1 et Dcytb!?0n peutpenserue
larZponsale DMT1 estliZze” IOIREprZsentdanssonARNm!: on fait alorsIOhypothesquele
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dZficit en hepcidineentra’neuneinductionde |OactivitdlesIRP ~ 10intZrieudesentZrocytes,
soit directementsoit par modificationdu fer intracellulaire,conduisant la stabilisationde
IOARNMDMT1+IRE etdonc”™ uneaugmentatiorle la quantitZde protZine PourDcytb, les
mZcanismede rZgulationde la transcriptiondu gene sontencoreinconnuset nZcessitendes
investigationssupplZmentaire§ZtudedessZquencepromotricesen rZponseau fer, Ztudede
la stabilitZde IODARNm,etc.). Quoi quOilen soit, IOensemblde cesrZsultatspourraient
expliquerla surchargeen fer observZechezles sourisKO Usf2 par une augmentatiorde
|Oabsorptiomtestinalede fer chezcessouris.La dZmonstratiomirectede cetteaugmentation
de IOabsorptiomtestinalede fer passepar desZtudesle transportde fer radioactifchezces
souris.Dansla littZrature,une diminution de IOhepcidin@ssociZé une augmentatiordes
quantitZsie DMT1, Dcytb et ferroportinedansle duodZnunainsiquele phZnomenédnverse,
|IGaugmentatiatOhepcidinassociZé unediminutiondesprotZinesielOabsorptiomtestinale
defer, a ZtZrapportZenotammenparlOZquipde GregAnderson[8,105,257]. CetteZquipea
ZtZ parmi les premieres” proposerun r™ledirect de rZgulationde IOhepcidinesur les
entZrocytessemettantinsien causde modele dela cryptg106]. CetteZquipea observZales
variationsde quantitZde protZinest Zgalementdt OARNndesmolZculeZtudiZesNousavons
entreprisdOZtudida quantitZdORNm dansles sourisUsf2-/- afin dOidentifietes niveauxde
rZgulationde IOhepcidinenais nous ne disposionspas dOumombresuffisantde sourisde
meme %oget les niveauxde transcritssonttres variablesselonlO%.gessouris(observations
non publiZes).

Enfin, nousavonsmontrZquela dZficienceen hepcidinedansles souriskO Usf2 est
associZé une diminution de la cZruloplasmin@ hZpatiqueLe foie Ztantla plus grande
sourcede cZruloplasmineirculante,on peutpenserque cettediminution estaccompagnZe
dOundiminutiondela cZruloplasminsZrique Une diminutiondela cZruloplasminsZriquea
Zgalemen¥tZretrouvZechez despatientsatteintsdOhZmochromatos#-E-dZpendanf@3,
204]. Ce qui reste difficile ~ expliquer dans IOhypothesedOunediminution de la
cZruloplasmineirculante,cOespourquoion observemoins de fer dansles macrophagese
patientsatteintsdOhZmochromatostdansles souriskO Usf2 On peuttoutefoisnoterquOil
sembley avoir une certainetolZrancede IQorganismeis-"-vis de la diminution de la
cZruloplasmineldespersonnesyantunediminution de 50%de la cZruloplasminsZriquene
prZsentenpasde sympt™maedginiques(hypocZruloplasminZmi@MIM nj 604290).De plus,
il a ZtZmontrZqueles monocyteset les cellulesde Kupffer contiennende IDARNmcodant
pourla cZruloplasmine[295399, 407] et la protZinecZruloplasmina ZtZdZtectZelansdes
particulesintracellulairesde macrophagesliffZrenciZs partir de moelle osseuseale souris
(communicationpersonnellede C. Delaby et F. Canonne-Hergaux)Ainsi, de la
cZruloplasmineendogeneproduite par les macrophagepourrait pallier la diminution de
cZruloplasmine sZrique pour IOexport du fer recyclZ.

2 Rappelongque la cZruloplasmine ZtZdZcritecommeZtantindispensablé |Oexportlu fer, de la
cellule vers la circulation sanguine,et que, dans les souris KO Cp et chez les patients atteints
dbacZruloplasminZmig note uneaccumulatiordu fer hZpatocytairet macrophagiquévoir paragrapheurla
cZruloplasmine).
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Enfin, desdiffZrencesie poidsmolZculairesle|a ferroportineont ZtZdZtectZedansla
rate de sourisUsf2-/- et pourraientrZsulterde modifications post-traductionnellefiZes”
|OabsenaOhepcidind.OZtudeZcentede FraneoisCanonne-Hergaust al. surla dZtectiorde
la ferroportinea Zgalemenmis en Zvidencedes diffZrencesde poids molZculairesde la
ferroportinedansles trois organesZtudiZschezune sourissauvagi87]. Canonne-Hergaust
al. ont montrZquela ferroportineZtaitglycosylZedansles trois tissug37]. La glycosylation
de la ferroportinedansle foie et la rate a tres rZcemmen#tZ confirmZepar une autre
Zquipe[311] On peutZgalemenpenserque la ferroportineestune protZinephosphorylZell
existe en effets plusieurssites putatifs de N-glycosylationet de phosphorylationglansla
sZquence protZique de la ferroportine[1, ZBRjure 40)

Figure 3:" Localisation des sites putatifs de N'glycosylation et de phosphorylation de la
ferroportine

En jaune sont figur$s les sites putatifs de phosphorylation par la prot$ine kinase C&n vert les sites
putatifs de N'glycosylation” La topologie des domaines transmembranaires de la ferroportine
présent$e sur ce sch$ma n#est qu#une hypoth%se"

Toutesles questionssoulevZepar IOZtuddessourisUsf2/- pourrontetre adressZes
par |IOanalysales souris KO Hepcl gZnZrZesau laboratoire qui ne prZsententpas
dDaugmentatiode la IZtalitZ par rapport aux souris contr™|esnais reproduisentles
perturbationsdu mZtabolismedu fer des souris KO Usf2[218] (voir C!RZsultats
complZmentaires!E). On envisage ainsi dans ces souris de!:

- mesureres niveauxdOARNndesmolZculesdu mZtabolismelu fer par RT-PCR
quantitativeet par|QOutilisatiorde puces” ARN (IronChip,dZveloppZearMartina
Muckenthaler[269]) dans le duodZnum, le foie et la rate!;

- mesurer les activitZs IRP dans les trois organes!;

- mesurerda cZruloplasmineZriqueet dOZtudidOexpressiode la cZruloplasmine
macrophagique apres isolation des macrophages de rate ou de foie!;

- Ztudier la phosphorylation et la glysosylation de la ferroportine
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- mesurer |IOabsorption intestinale de fer radioactif.

Parailleurs,afin de confirmerles mZcanismegventuelsie rZgulationpar|Ohepcidine,
il estimportantde vZrifier quelesvariationsde DMT1, Dcytb, ferroportineet cZruloplasmine
observZeslansles souriskO Usf2 dZficientesen hepcidineserontretrouvZesn miroir dans
des souris surexprimant un transgene hepcidine (voir chapitre suivant).
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Brief report

Deregulation of proteins involved in iron metabolism in hepcidin-debcient mice

Lydie Viatte, Jeanne-Claire Lesbordes-Brion, Dan-Qing Lou, Myriam Bennoun, Gaél Nicolas, Axel Kahn,
Frangois Canonne-Hergaux, and Sophie Vaulont

Evidence is accumulating that hepcidin,
a liver regulatory peptide, could be the
common pathogenetic denominator of
all forms of iron overload syndromes
including HFE-related hemochromato-
sis, the most prevalent genetic disorder
characterized by inappropriate iron ab-
sorption. To understand the mecha-
nisms whereby hepcidin controls iron
homeostasis in vivo, we have analyzed
the level of iron-related proteins by

Western blot and immunohistochemis-
try in hepcidin-depcient mice, a mouse
model of severe hemochromatosis.
These mice showed important increased
levels of duodenal cytochrome b (Dcytb),
divalent metal transporter 1 (DMT1), and
ferroportin compared with control mice.

Interestingly, the level of ferroportin was

coordinately up-regulated in the duode-
num, the spleen, and the liver (predomi-
nantly in the Kupffer cells). Finally, we

also evidenced a decrease of ceruloplas-
min in the liver of hepcidin-debcient
mice. We hypothesized that the deregu-
lation of these proteins might be central
in the pathogenesis of iron overload,
providing key therapeutic targets for
iron disorders. (Blood. 2005;105:4861-4864)

© 2005 by The American Society of Hematology

Introduction

Tight regulation of iron absorption is critical for the organismsystem), and, second, the transgenic mouse model constitutively
as both iron debciency and iron excess are associated wétkpressing hepcidin, which developed severe hyposideremia
cellular dysfunction. Dietary iron is absorbed by duodenand anemi&.Still, little is known about the mode of action of
enterocytes. BrieRy, Pe is thought to be reduced at the apicahepcidin in vivo. To address this question and to understand the
side of the enterocyte to Fe by the reductase duodenalmechanisms of the deregulation of iron absorption in hepcidin-
cytochrome b (Dcytb) and transported through the plasnégPcient mice, the level of iron-related proteins was studied in
membrane by the divalent metal transporter 1 (DMT1). Once fRe 3 organs implicated in iron homeostasis, namely duodenum,
the cytoplasm, iron is either stored in ferritin or transferred téPleen, and liver, the major site of iron storage.
the plasma by the basolateral exporter ferroportin. Theh, Be
oxidized by the ferroxidase hephaestin and enters the circulation
bound to transferrin (for review, see Miret et)allron absorp- Study design
tion represents only 10% of the iron needs, and to meet the.
. ... Animals and treatment

demand for heme production necessary for erythropoiesis, iron
is recycled from senescent red blood cells by the macrophadési2knock-out mice were previously describelllice were maintained on
of the reticuloendothelial system. a standard laboratory mouse chow (AO3; Usine dOAlimentation Ration-

Recently, hepcidin, a peptide secreted by the liver in response’fdle: Epinay-sur-Orge, France). Iron overload was produced by 3%
iron loading and inBammation, has been proposed to regul&gPO"Y!iron supplemented in the diet for 14 days.
plasma iron by limiting duodenal iron absorption and iro
release by macrophages (for review, see Gamd Nicolas et
al®). Conversely, hepcidin production was found inhibited bi)/licrosomal and cytosolic fractions from frozen tissues of 2- to 5-month-old
anemia and hypoxia, allowing for increased iron absorp{ionr.nice were prep.ared as previous!y dess:ribéﬁabbit polyclona_ll antimouse
There were 2 mouse models that helped in establishing t g/ITl and antimouse ferroportin antibodies were described (Canonne-

- . . €rgaux et & and F.C-H., Adriana Donova, C. Delaby, H.-J. Wang, N.C.
regulatory role of hepcidin. First, tHasf2knock-out micé that Andrews, P. Gros, OCoordinated upregulation of duodenal and macrophage

completely lack hEpCidin: which demon_strated mass_ive il’Q‘@_rroportin proteins in response to iron restricted erythropoiesis,O submitted
overload resembling the hemochromatosis phenotype (ie, multipril 2005). Rabbit polyclonal antimouse Dcytb was a kind gift from A.
visceral iron overload with sparing of the reticuloendothelialicKie.#8 Mouse monoclonal antimouse ceruloplasmin antibody was purchased

r\1Nestern blot analysis
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Figure 1. Protein levels of iron-related genes in the
duodenum of hepcidin-debcient mice. (A) Western
blot analysis of DMT1, Dcytb, and ferroportin (on 80 g
crude membrane preparation) from the duodenum of
Usf2 / and Usf2 / mice. Molecular weight markers are
indicated on the left. A typical experiment, representative
of at least 3 independent experiments, is shown. (B)
Immunohistochemistry using antimouse DMT1, Dcytb,
and ferroportin antibodies on the duodenum of Usf2 /
and Usf2 /' mice. Original magni cation,  10.

from BD Biosciences (San Jose, CA). Finally, rabbit polyclonal antimousgitro system, and the nature and concentration of the synthetic

L-ferritin antibody was a kind gift from P. Santambrogio and S. [Pevi. hepcidin used in these experiments.
) ) In agreement with the liver iron accumulation in tbsef2 /
Immunohistochemistry mice5 an increased content of hepatic L-ferritin was observed

Tissues from 9- to 10-month-old mice were bxed in 4% formaldehydé-igure 2A). Interestingly, hepcidin-debcient mice showed
Sections in parafPn were subjected to microwave and then processedif@reased hepatic ferroportin levels, mainly due to an up-
immunohistochemistry using the EnVisionSystembhorseradish peroxi-regulation of ferroportin in the Kupffer cells, a well-known site
dase (HRP) (diaminobenzidine [DAB]) kit (DAKO, Trappes, Francehf ferroportin expressiort!5 (Figure 2A and 2B). However,
according to the manufacturerOs methods. Primary antibodies agajpsiie hepatocytes of control mice were negative for the

DMT, ferroportin, and Deytb were diluted at 1:1500, 1:75, and 1:50050nce of ferroportin, a faint staining was evidenced in the
respectively, before use. All microscopy was performed using a Nikgn

Eclipse EB00 microscope equipped with 4.10 NA, 20 /0.75 NA, and .epatocytes of hepcidip-debcieﬁt mice. Alth.OUQh it is estab-
60 /1.40 oil objective lenses. Digital images were captured with a Niko“Shed that the ferroportin gene is expressed in hepatocytes and

Dxm1200 camera and Nikon ACT-1 v2.63 software (Nikon Franc@epatoma cell lines, the presence and the subcellular localiza-
Champigny-sur-Marne, France). tion of the protein in these cells have remained elusivg.

However, detection of ferroportin in the liver of hepcidin-
debcient mice favors a role of hepcidin in hepatocytic and
Results and discussion macrophagic expression of ferroportin.

Ceruloplasmin, a soluble ferroxidase produced by the liver,
The level of proteins implicated in iron absorption was assessplitys a key role in iron homeostasis by favoring cellular iron
in the duodenum of hepcidin-debcient mice by Western blot amiélease and iron incorporation into transferrin (for review, see
immunohistochemistry (Figure 1A-B). DMT1, Dcytb, and ferro-Hellman and GitliA®). Surprisingly, while the ferroportin exporter
portin were found to be dramatically increasedJaf2 / mice was up-regulated in the liver of hepcidin-debcient mice, ceruloplas-
compared with their litermate controls. This increase wawin was found to be down-regulated (Figure 2A). This down-
observed at the apical border 6f2 / enterocytes for DMT1 regulation of ceruloplasmin was conbrmed by immunohistochem-
and Dcytb, and at the basolateral side for ferroportin. Wstry (data not shown). The increased ferroportin and decreased
hypothesized that the increase of proteins responsible for iroaruloplasmin levels are expected to be the consequence of
absorption would be one mechanism accounting for massiliepcidin depbciency rather than liver iron overload since in
iron overload in hepcidin-debcient mice. In good agreemerkperimentally iron-loaded mice, the level of hepatic ferroportin
with our results, the lab of G. Anderson has provided strongas unaltered, while ceruloplasmin levels were increased (data not
indirect inverse correlative data between hepcidin expressishown). The decrease of hepatic ceruloplasmitugfi2 /' mice
and the duodenal level of DMT1, Dcytb, and ferroportirwas quite unexpected and deserves further investigation. However,
proteins in various pathophysiologic situations including ironin agreement with the liver iron overload associated to a marked
debcient diet (Frazer etd), pregnancy (Millard et &), and impairment in hepatocyte iron efux observed in ceruloplasmin
phenylhydrazine treatment (Frazer €nlin contrast, synthetic knock-out micel® we speculate that ceruloplasmin debciency
hepcidin in Caco?2 cells was recently demonstrated to act onlyaduld contribute to the iron overload Wsf2 /  mice.
the apical side by decreasing iron uptake through down- Splenic macrophages are important for iron recycling from
regulation of DMT1 protein and without any modibcation of thesenescent red blood cells. In hepcidin-debcient mice, we previ-
iron efBux and ferroportin expressiéh.The reason for this ously described the apparent iron debciency of the spleam,
discrepancy is difbcult to explain but might be related to the iabservation further illustrated here by the decreased expression of




BLOOD, 15 JUNE 2005 VOLUME 105, NUMBER 12

IRON-RELATED PROTEINS IN HEPCIDIN-DEFICIENT MICE

4863

splenic L-ferritin (Figure 2C). Interestingly, an increase of ferropor-

tin was also observed in the spleensff2 / mice together with a

slight change in the molecular size of the protein, most likely due to
posttranslational modibcation. The increase of ferroportin was
specibc to the macrophages of the red pulp as assessed by immunohisto-
chemistry (Figure 2D). The splenic ferroportin up-regulation could
explain the iron depciency in the spleen of these mice.

In conclusion, hepcidin debciency is leading to an up-
regulation of DMT1, Dcytb, and ferroportin in the duodenum; a
decrease of ceruloplasmin in the liver; and a coordinate
up-regulation of ferroportin levels in duodenum, liver, and
spleen. This latter result is in agreement with the data of
Canonne-Hergaux et al (F.C-H., Adriana Donova, C. Delaby,
H.-J. Wang, N.C. Andrews, P. Gros, OCoordinated upregulation
of duodenal and macrophage ferroportin proteins in response to
iron restricted erythropoiesis,O submitted April 2005), demon-
strating similar up-regulation of ferroportin in situations of
pathophysiologic hepcidin debciency due to iron-restricted
erythropoiesis. In addition, the same correlation was found in
heterozygous polycythemiPcm mice where down-regulation
of hepcidin during postnatal development correlates with pro-
found increases in ferpmrtin protein levels in duodenum and
liver.20 Very interestingly, while this paper was in preparation,
Nemeth et & reported that, in cultured cells, ferroportin levels
were regulated by direct interaction with hepcidin, resulting in the
internalization and degradation of ferroportin. In absence of
hepcidin, this hepcidin-induced degradation of ferroportin would
be abrogated, leading to ferroportin accumulation at the cell
surface. From these results, it remains to be established whether the
duodenal increases of DMT1 and Dcytb are secondary responses to
local enterocyte iron debciency. Further experiments are now
needed to determine whether the same hepcidin/ferroportin path-
way is used in all 3 tissues to regulate iron transport activity and to
determine the impact of ferroportin regulation on the other
iron-related genes in the duodenum.

Figure 2. Protein levels of iron-related genes in the liver and the spleen of

hepcidin-debcient mice.

References

1.

Western blot analysis of ferroportin (on 80 g crude
membrane preparation), and of ceruloplasmin and L-ferritin (on 20 g cytosolic
preparation) from the liver (A) and the spleen (C) of Usf2 /
Molecular weight markers are indicated on the left. Immunohistochemistry using
antimouse ferroportin antibody on the liver (B) and on the spleen (D) of Usf2 / and
Usf2 /' mice. Original magni cation,
panel D). Kupffer cell (black arrow) and hepatocyte (black arrowheads) staining are
pointed. RP and WP indicate red pulp and white pulp, respectively.

20 (top row, panel B),

and Usf2 /' mice.

60 (bottom, and 4,

Acknowledgments

We are indebted to Andrew McKie for the kind gift of the Dcytb
antibody, and we thank Paolo Santambrogio and Sonia Levi for
their generous gift of the L-ferritin antibody. We thank Carole
Beaumont for helpful discussion.

Miret S, Simpson RJ, McKie AT. Physiology and
molecular biology of dietary iron absorption. Annu
Rev Nutr. 2003;23:283-301.

Ganz T. Hepcidin, a key regulator of iron metabo-
lism and mediator of anemia of in ammation.
Blood. 2003;102:783-788.

Nicolas G, Viatte L, Bennoun M, Beaumont C,
Kahn A, Vaulont S. Hepcidin, a new iron regula-
tory peptide. Blood Cells Mol Dis. 2002;29:327-
335.

Nicolas G, Chauvet C, Viatte L, et al. The gene
encoding the iron regulatory peptide hepcidin is
regulated by anemia, hypoxia, and in ammation.
J Clin Invest. 2002;110:1037-1044.

Nicolas G, Bennoun M, Devaux |, et al. Lack of
hepcidin gene expression and severe tissue iron
overload in upstream stimulatory factor 2 (USF2)

knockout mice. Proc Natl Acad Sci U S A. 2001;
98:8780-8785.

. Nicolas G, Bennoun M, Porteu A, et al. Severe

iron de ciency anemia in transgenic mice ex-
pressing liver hepcidin. Proc Natl Acad Sci U SA.
2002;99:4596-4601.

. Canonne-Hergaux F, Gruenheid S, Ponka P,

Gros P. Cellular and subcellular localization of the
Nramp2 iron transporter in the intestinal brush
border and regulation by dietary iron. Blood.
1999;93:4406-4417.

. McKie AT, Barrow D, Latunde-Dada GO, et al. An

iron-regulated ferric reductase associated with
the absorption of dietary iron. Science. 2001;291:
1755-1759.

. Santambrogio P, Cozzi A, Levi S, et al. Functional

and immunological analysis of recombinant

10.

11.

12.

mouse H- and L-ferritins from Escherichia coli.
Protein Expr Purif. 2000;19:212-218.

Frazer DM, Wilkins SJ, Becker EM, et al. Hepci-
din expression inversely correlates with the ex-

pression of duodenal iron transporters and iron

absorption in rats. Gastroenterology. 2002;123:

835-844.

Millard KN, Frazer DM, Wilkins SJ, Anderson
GJ. Changes in the expression of intestinal iron
transport and hepatic regulatory molecules ex-
plain the enhanced iron absorption associated
with pregnancy in the rat. Gut. 2004;53:655-
660.

Frazer DM, Inglis HR, Wilkins SJ, et al. Delayed

hepcidin response explains the lag period in iron
absorption following a stimulus to increase eryth-
ropoiesis. Gut. 2004;53:1509-1515.



4864

13.

14.

15.

16.

VIATTE et al

Yamaji S, Sharp P, Ramesh B, Srai SK. Inhibi-
tion of iron transport across human intestinal
epithelial cells by hepcidin. Blood. 2004;104:
2178-2180.

Abboud S, Haile DJ. A novel mammalian iron-
regulated protein involved in intracellular iron me-
tabolism. J Biol Chem. 2000;275:19906-19912.
Donovan A, Brownlie A, Zhou Y, et al. Positional
cloning of zebra sh ferroportinl identi es a con-
served vertebrate iron exporter. Nature. 2000;
403:776-781.

Zhang AS, Xiong S, Tsukamoto H, Enns CA. Lo-

17.

18.

19.

BLOOD, 15 JUNE 2005 VOLUME 105, NUMBER 12

calization of iron metabolism-related mMRNAs in
rat liver indicate that HFE is expressed predomi-
nantly in hepatocytes. Blood. 2004;103:1509-

1514. 20.

Lymboussaki A, Pignatti E, Montosi G, Garuti C,
Haile DJ, Pietrangelo A. The role of the iron re-
sponsive element in the control of ferroportinl/
IREG1/MTP1 gene expression. J Hepatol. 2003;
39:710-715.

Hellman NE, Gitlin JD. Ceruloplasmin metabolism
and function. Annu Rev Nutr. 2002;22:439-458.

Harris ZL, Durley AP, Man TK, Gitlin JD. Targeted

21.

gene disruption reveals an essential role for ceru-
loplasmin in cellular iron ef ux. Proc Natl Acad
Sci U SA. 1999;96:10812-10817.

Mok H, Jelinek J, Pai S, et al. Disruption of fer-
roportin 1 regulation causes dynamic alter-
ations in iron homeostasis and erythropoiesis in
polycythaemia mice. Development. 2004;131:
1859-1868.

Nemeth E, Tuttle MS, Powelson J, et al. Hepcidin
regulates cellular iron ef ux by binding to ferro-
portin and inducing its internalization. Science.
2004;306:2090-2093.



Article 3!: Chronic hepcidin induction causes hyposideremia and alters

the pattern of cellular iron accumulation in hemochromatotic mice

Viatte L, NicolasG, Lou DQ, BennounM, Lesbordes-BriodC, Canonne-Hergauk,
Schsnigk, Bujard H, KahrA, AndrewsNC and Vaulons. Blood. 2005 Dec 8

CrZation dOun mod-le transgZnique inductible hepcidine et application!: IQinduction
chronique dOhepcidine modifie la distribution du fer tissulaire chez des soutie-/-

Introduction

Le modele murin de surexpressionle IOhepcidiné notredisposition,les sourisTTR-
Hepcl ne nouspermetpas|OZtudelu r™lede IOhepcidiné 10%ogadulte sur IOabsorption
intestinalede fer et le recyclagedu fer. En effet, chezcessouris,|Oexpressiodu transgene
dansle foie fital entra’nde blocagedu transportplacentairede fer conduisanf uneanZmie
des le stadeE15,5(voir CArticle 1 EY284]. CetteanZmiesouventsZvereentra’neuneforte
|ZtalitZ~ la naissancet avantle sevragf281]. Seulsquelquesanimauxexprimantfaiblement
le transgene TTRHepclsurvivent sans injection de fer ~ la naissd@8é].

Afin dedisposedOumodele viable permettantOZtudide r™lale |Ohepciding I0%.ge
adulte, nous avonsdonc dZcidZde crZerdes souris surexprimantlOhepcidinale fason
inductible. Nous avons choisi pour cela le systeme Tet ON mis au point par I0Zquipe
dOHermanmBujard - Heidelberg[131](pour une revue sur ce systeme dOexpression
conditionnelledetransgeneyoir[226]). Le systemeTet ON estdZrivZde|OopZrotetracycline
dZveloppzar Escherichiacoli pour rZsister” cet antibiotique.Ce systeme reposesur
|OinteractionjZpendantde la tZtracyclinedOunerotZineTetR et de IQopZratedZtracycline
tetO. Chezla bactZrie)a tZtracyclingnteragitavec TetR empschantsaliaison” la sZquence
tetO (principedu systemeTet OFF).Dansle systemeTet ON, la protZineTetRa ZtZmodifiZe
pourquesaliaisonauxsZquencespZrateursetOne sefassequOeprZsencee |Oinducteuta
doxycycline(analogualela tZtracycline)La protZinemodifiZeestappelZe TA. La sZquence
du gene rTA estfusionnZeauxsZquencesodantpourle domainede transactivation/P16.Le
ciblagetissu spZcifiquede la protZinehybride rTA-VP16 estgarantiepar IOajouen amont
d'un promoteurtissu spZcifiqgue Dansnotre cas,ce sontles sZquencepromotricesdu gene
LAP (pour Liver Activator ProteinaussiappelZC/EBP") qui ont ZtZutilisZespour induire
|Oexpressiodu transgenedansle foie. Ce transgeneestappelZrTA*"-1[339]. Des souris
portantce transgeneproduisentconstammenta protZinerTA dansle foie. En prZsencele
doxycycline, rTA se lie ~ 10opZrateutetO et fait sOexprimepar son domaine de
transactivationVP16 la sZquenceodantedu gene dOintZretdansnotre casHepcl, situZeen
aval de cet opZrate(figure 1A de |Oarticle)

Nous avonschoisi ce systemeinductible parmi dOautresar il permetdOinduirale
faeon reproductibleet ~ de hautsniveauxIOexpressiodOurtransgenepar IOadministration
dOantibiotiquet car cetteinduction est rZversiblepar retrait de IQantibiotiquell permet
Zgalement dOZtudier les effets dOune induction ~ court ou bien long terme du gene dOintZrst.
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NousavonsutilisZ ce modsle afin de tester,non plus le r™lgorZventifde IOhepcidine
dansla surchargeenfer de |[OhZmochromato$eoir C!Article 1!E)[284]maisle r™IeZventuel
thZrapeutique de IOhepcidine dans un organisme oe la surcharge en fer est dZj~ prZsente.

RZsultats

PoursurexprimeiOhepcidinde manisreinductible,nousavonscroisZdeuxlignZesde
souris transgZniquesafin dOobtenirdes souris capablesdOinduirelOhepcidinepar
administrationde IQinducteurLes souristransgZniquesTA*"-1 proviennentdu laboratoire
dOHermanBujard[339] NousavonscrZZau laboratoireles souristetO-Hepclqui porteun
transgene composZ des sZquences de |OopZet@eem amont de IOADNc codant pblepcl
etdessZquencesodantpourla queuepolyA dela " -globine.Le croisementle cesdeuxtypes
de souristransgZniquegZneredessourisne portantaucuntransgene dessourisportantun
desdeuxtransgeneou bien dessourispossZdantes deuxtransgenesCe sontcesdernieres
qui sontsusceptiblesiOexprimeHepclapresinductionpar la doxycycline(Figure 1A de
|Oarticle) Les autressourissontutilisZescommecontr™le@Figure41). Nousappelleronpar
la suite les souris possZdantes deux transgenestetO-Hepclet rTA*-1 les souris
Clinductibles!E.

<

) tetO -Hepcl,
' ) tetO -Hepcl , tetO -Hepcl ,
contr™les inductibles

+ doxycycline

Figure 3!" Croisement pour obtenir des souris < inductibles hepcidine =
LAP : Liver Activator Protein”

OnzelignZestransgZniquesnt ZtZtestZegpour savoir si, apresinduction, les souris
rTA“P-1 tetO-Hepclissuesde ceslignZesexprimaientbien le transgene.SeuleunelignZe
parmiles 11 exprimaitle transgeneapresinduction. COestettelignZequi a ZtZutilisZepour
lesexpZriencesToutesles sourissonttraitZes la doxycyclinecaril a ZtZmontrZquecelle-ci
Ztait capablede chZlaterle fer{133]. Ainsi, pour ne pasbiaiserles expZriencesles souris
inductiblestraitZes la doxycyclinesontcomparZe$ dessouriscontr™leggalementraitZes
" la doxycycline(Figure 41)
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$ CaractZrisation du modsle transgZnique inductible hepcidine

Nousavonsdansun premiertempscherchZ caractZrisecessourisinductiblesapres
induction” courttermeet” long termede|OhepcidingansgZniquelOinductiori courtterme
sefait parinjectionintrapZritonZalee doxycycline.Les sourisont ensuiteZtZsacrifiZes3h,
6h, 9h ou 18h apres IQinjectiorpour mesuredOexpressiod®lepclet desgenesendogenes
hepcidinedansle foie. Le sZruma ZtZprZlevZpour observerlOeffetde IOexpressiode
IOhepcidingransgZniquesur le fer sZrique Les Northernblots faits ~ partir de foie de ces
souris montrentque le transgenetetO-Hepclest exprimZdes 3h apres injection. Son
expressiorestmaximaledh apres|Oinjectioret semblediminuer18hapreslQinjectiori{Figure
1B de |Oarticle) LOexpressiodu transgenehepcidineestaccompagnZdOuneiminution du
fer sZriquequi estsignificative 6h apres |Oinjectioret toujoursprZsentel 8h apres1Qinjection
(Figure 1C de |Oarticle) CesrZsultatsnontrentpourla premisrefois I0effetiyposidZrZmiant
in vivo de IOhepcidine produite par le foie dans une souris adulte.

Pour conna’treles effets ~ long terme dans une souris adulte dOuneroduction
prolongZelOhepcidingansle foie, nousavonsdonnZauxsourisinductiblesde la doxycycline
danslOeaude boissonet observZles parametreshZmatologiquegmesuredu nombrede
globulesrougesdu tauxdOhZmoglobinde IOhZmatocritet du volumeglobulairemoyen)de
ces souris apres 10, 14 et 20 jours dOinductionApres 3 semainesdOinductiorpar la
doxycycline, les sourisinductiblesexprimentfortementle transgene,rZprimentleur gene
endogeneet diminuentleur fer sZrique(Figure 2A de |Oarticle) LOexpressiodu transgene
estassociZ€ une diminution des parametreshZmatologiquesles 14 jours dOinduction
(Figures 2A et 2B de |Oarticle) NousavonsZgalemenZtudiZes quantitZsie fer dansla rate
dessourisinductiblespar colorationde Perl$* et nousavonsobservAinerZtentiondu fer dans
les macrophagesplZniquesie sourisinductiblesexprimantfortementle transgene(rZsultats
non montrZs).Ces rZsultatsmontrentquOunenZmie,par dZfautde fer disponible pour
|OZrythroposessQesnstallZesuite™ IOexpressiocontinuedu transgenehepcidine De plus,
|IOanZmie est rZversible par retrait de IOagent inducteur (rZsultats non montrZs).

Ce modele de surexpressiofinductible d®lepclest donc capablede reproduireles
effetsattendusie |Ohepcidinelinediminutiondu fer sZrique€’ courtterme,probablemenpar
inhibition du relargagedu fer macrophagiqueet |QinstallatiordOunenZmie™ long terme
probablemensuite” IQactiorcombinZedOunénhibition de I0absorptiomtestinalede fer et
de son recyclage macrophagique.

$ Effet thZrapeutique de IOhepcidine sur la surcharge en fer de$lémsiis

Afin de testerlOeffethZrapeutiquale IOhepcidinenous avonsdZcidZdOutilisece
modele transgZniquenductible pour apporterde IOhepcidinesupplZmentairedans un
organismedZj” surchargzn fer. PourcelanousavonscroisZles sourisinductiblesavecles
sourishZmochromatosiquesfe-/-. Les sourisinductiblesHfe+/- obtenuesont ensuiteZtZ

2 Nous avgnsZgaIemqndolee fer splZniquetotal mais les grandesvariationsobtenuesdansles
valeursde dosagedOuranimal” I0autr@e nouspermettenpasde dZgagede tendancesignificativesentrele fer
splZnique des souris inductibles et celui des souris contr™les.
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croisZesntreelles afin dOobtenidessourisinductiblesHfe-/- (Figure42). E deux mois,
lorsquela surchargeen fer dessouris Hfe-/- estdZj" installZe,nous avonscommencde
traitement ~ la doxycycline pour induire le transgene hepcidine.

Hfe -/- >< inductibles

, (ind)

e N
cont er+/—><, ind er+/—,
~
cont Hfe+/?, cont Hfe-/-, ind Hfe+/?, ind_Hfe -/,

+ doxycycline

Figure 3+" Croisement pour obtenir des souris < inductibles Hfe';' =
Cont : souris < contr>les = (voir figure pr$c$dente)"

Apres trois semainesle traitement’ la doxycycline,le duodZnumle foie etla ratede
cessourisont ZtZprZlevZgour mesureies quantitZsiOhepcidinele ferroportine de ferritine
et de fer prZsenteslanscesorganesLe sanga Zgalemen¥tZprZlevZpour mesurerle fer
sZrique et les parametres hZmatologiques.

On retrouvedansles sourisHfe-/- une quantitZinappropriZede transcritshepcidine
endogenesau regardde la surchargeen fer, commenous|®avonsu prZcZdemmervoir
C!Article 1!E) (Figure 3A de |Oarticle) Commeattendu,les sourisHfe-/- ont plus de fer
hZpatiqueet de fer sZriquequeles souriscontr ™le@Figure43 et Figure 3 de |Oarticld. Dans
le foie dessourisHfe-/-, le fer sOaccumuldansles hZpatocytesituZsautourdesespaces
portes(Figure 4A a de |Oarticle) LOaugmentatiosu fer hZpatiquedansles sourisHfe-/- est
associZ€ une augmentatiorde la quantitZde ferritine L dansle foie probablemenpar
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rZgulationdu fer intracellulairevia les IRP (Figure 3B de |Oarticle) La ratedessourisHfe-/-
est,commenouslOavongrZcZdemmerdZcrit,dZficienteen fer. NousnOavonainsi paspu
dZtectefa ferritine L parwesternblot (Figure 3B de |Oarticle)et peude macrophagesont
colorZs au Perls dans la rate Hés/- (Figure 4A b de |Oarticle)

Figure 30" Fer s$rique&fer h$patique et valeurs h$matologiques des souris inductibles Hfe';'
traitdes trois semaines/ la doxycycline

RBC: Red Blood Cell Count&nombre de globules rouges (I: °pl); HGB : taux d#h$moglobine(g;dl);
HCT : h$matocrite (F); MCV : Mean Cellular Volume&volume globulaire moyen (fl) ; n : nombre
d#animaux par g$notype"

*rind vs contou ind Hfe';' vs Hfe')'; * :p G : &4 ;* : pG &l ; **** :pG  &::!"

H: Hfe'; vscontouind Hfe';'vsind ;H:p G :&4 ; HH: pG :&:!

LOexpressionu transgenehepcidineesttoujoursaccompagnZeéOunéorte diminution
dufer sZriquequel quesoit le gZnotypeHfe (Figure43 et Figure 3 de |Oarticld. Il est™ noter
quele fond gZnZtiquelessourisinductiblesa ZtZmodifiZ suiteau croisementvecles souris
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KO Hfe. CettediffZrencede fond gZnZtiquepourraitexpliquerle fait quela diminution des
parametreshZmatologiquesles souris inductiblesne soientici pas significative apres 3
semainesdOinduction(Figure 43) contrairement ce que IOona observZlors de I0Ztude
cinZtique™ long terme(Figure 2B de |Oarticle) Les sourisinductiblesHfe-/- ont la meme
quantitZde fer hZpatiqueueles sourisHfe-/- et, parconsZquenta meme quantitZdeferritine
L dansle foie (Figure43 et Figure 3B de |Oarticld. Enrevanchele fer nOegpasrZpartide la
meme faeon dansle foie dessourisHfe-/- et desinductiblesHfe-/-. En effet, la colorationde
Perlsmontre,quOuantitZZgale Je fer estlocalisZdansles hZpatocyteshezla sourisHfe-/-
alors quOorretrouvece fer ~ la fois dansles hZpatocyte®t les macrophagesles souris
inductiblesHfe-/- (Figure 4A a et ¢ de |Oarticle) De la meme fason, on observeplus de fer
dansles macrophagedela ratedesinductiblesHfe-/- comparZ$ ceuxdesHfe-/- (Figure 4A
b et d de |Oarticle) Cetteaugmentatiordu fer macrophagiquele la rate estaccompagnZe
dOunaugmentatiorde la ferritine L dansla rate desinductiblesHfe-/- (Figure 3B de
|Oarticle) Enfin, lorsquOonbservedes quantitZsde fer prZsenteslansle duodZnurnpar une
mZthodesensiblede dZtection(Perls DAB), on constateune rZtentiondu fer dansles
entZrocyteslessourisinductiblesHfe-/- comparZaux souris Hfe-/- (Figure 4C b et d de
|Oarticle) Il sembledonc que IQinductionde IOhepcidindransgZniquelansles souris
inductiblesHfe-/- a conduit ~ la rZtention du fer dans les macrophages et les entZrocytes.

Nous avons ensuite voulu Ztudier les niveaux de ferroportine dans les souris
inductiblesHfe-/- traitZespendantrois semainesvecla doxycycline.En effet, la ferroportine
est une cible reconnuede |Ohepcidinelil a ZtZ montrZ, comme nous IOavonsvu
prZzcZdemmentuOirvitro, IOhepcidinselie, internaliseet dZgradda ferroporting277] et
nous avons montrZ que |OabsenceOhepcidinaans les souris KO Usf2 conduit "
|IOaugmentatiate la quantitZde protZineferroportinein vivo (voir C!Article2!E]J369]. Alors
quela ferroportineestbien prZsentelansles cellulesde Kupffer, nousdZtectonglifficilement
la ferroportinedansles hZpatocytesle souriscontr™legZsultatsnon montrZs) Les souris
Hfe-/- augmententZgerementa quantitZde ferroportinepar rapportaux souriscontr ™lest la
ferroportinesembleprZsenteessentiellementiansles cellulesdesKupffer dansle foie des
souris Hfe-/- (Figures 3B et 4B a et ¢ de |Oarticle) Dans la rate, la ferroportine des
macrophagesde la pulperouge(Figure 4B b de |Oarticle)sembleZgalemenprZsenten plus
grande quantitZdansles souris Hfe-/- comparZesaux souris contr™lesFigure 3B de
|Oarticle) ChezlessourisinductiblesHfe-/- IOexpressiotiu transgenehepcidineestassociZé
unediminutionde la ferroportinedesmacrophagedu foie etdela rate(Figures 3B et 4B de
|Oarticle) Dansle duodZnumpn observeZgalementine diminution de la ferroportine”™ la
membranebasolatZralelesentZrocyteslessourisinductiblesHfe-/- comparZesiux souris
Hfe-/- (Figure 4C a et ¢ de |Oarticle) On observedonc,” I0inverseessourisUsf2/- (voir
C!Article2!E)[369],unediminutionde la quantitZde ferroportinedansle duodZnumie foie et
la rate apres induction du transgene hepcidine.

Discussion

Cet article dZcrit un nouveaumodsle dOexpressiomductible du gene Hepcl
permettant I0Ztude de I0effet de IOhepcidine " 10%.ge adulte.
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Nous avonsmontrZquele premierparametremodifiZ par IOexpressiodu transgene
hepcidine6h apresinductionestle fer sZriquequi diminue.LOZquipde T. Ganza Zgalement
voulu Ztudierle r™lede IOhepcidinén vivo sur le mZtabolismedu fer en injectant de
|OhepcidinaumainepurifiZe[320] LOinjectionntrapZritonZalee 50 pg dOhepcidineumaine
purifiZe entra”’neune diminution du fer sZriquedansune souris normaledss 4 h apres
injection[320].Cettememe Zquipea par la suitemontrZquela diminution du fer sZriquepar
delOhepcidinsynthZtiqueapparaissaitiansiOheurgui suit IOinjectioret quOellelurejusqud”
48 h apres 10injectiondOhepcidine[321JAinsi 10effethyposidZrZmiante |IOhepcidine
transgZniqueue nous observonsest-il tout ~ fait compatibleavec celui obtenuavecde
IOhepcidingurifiZe ou synthZtiqueLe dZlaide la rZponsg1 h pour IOhepcidinsynthZtique
vs 6 h pour IOhepcidindgransgZniquepeut simplementsOexpliquepar les processus
dOactivation de la transcription de la traduction et la sZcrZtion de IOhepcidine transgZnique.

Curieusementalors que nousvoyonsunerZpressiordesgenesendogeneshepcidine
dansnossourisinductibles,Riveraet al. ne retrouventpasde rZpressiordu gene endogene
Hepclchezla sourisapresinjectionde [OhepcidineumainepurifiZe[320].Nos rZsultatsious
font nousdemandergui de IOhepcidinelle-meme et/ou de la diminution du fer sZriquea
entra’nZla rZpressiondes genes endogeneshepcidine.Dans le cas dOunenfluence de
|IOhepcidineslle-meme, il faut envisagerune spZcificitZdOespscedOhepcidindiumaine
nOZtanpas capablede rZprimerles genes hepcidinemurins. Nous envisageonsafin de
rZpondre™ cette question,de cultiver des hZpatocyteprimairesde souris inductibleset
dOinduirdors de la culturelOexpressiodu transgene en prenanttoujourscommecontr™le,
des hZpatocytesle souris contr™|esraitZsde la meme maniere ~ la doxycycline.Une
rZpressiordu gene endogenesuite” |Oinductiordu transgenedansiOhZpatocyten culture,
favoriseraitlOhypothesdOureffet de rZtrocontr ™leZgatifde IOhepcidineur elle-memedans
un contexteou le fer environnantne devrait pasvarier. LorsquelOhepcidinsynthZtique
humaineet murine seradisponibleen grandeguantitZ nousenvisageonZgalementle tester
leur activitZ ex vivo dansdeshZpatocyte®n culture primaire sur IOexpressiodes genes
hepcidine.

Nous avons observZI|OinstallationdOuneanZmie,avec diminution de tous les
parametres hZmatologiquesZtudiZs,des 14 jours dOinductioncontinue dOhepcidine
transgZniqualansnos sourisinductibles.Pour faire exprimer sur une longue pZriodede
IOhepcidinelOZquipde T. Ganza induit dansdessourisimmunodZficientegsourisNOD-
SCID) destumeurspar injection de celluleshZpatomateusgmrteusesiOurtransgenecodant
pour IOhepcidinechumaine[320].Les tumeurs produisentalors de IOhepcidindhumaine
retrouvZedans IOurinedes souris. Comme nous IOavonobservZdans nos souris, cette
production dOhepcidineest accompagnZelOunediminution significative des taux
dOhZmoglobin®@e fason surprenantelOZquipee T. Ganza observZcettediminution des
taux dOhZmoglobineniquementiorsqueles souris sont sousun rZgimeriche en fer. En
rZgimepauvreen fer, IOhZmoglobinest diminuZedansles souris formant des tumeurs

10¢



contr™|est les tumeursproduisanide IOhepcidinae diminuentpasde fason significativele
taux dOhZmoglobine par rapport aux tumeurs cortf32@s

Le modele transgZniquejue nousavonsdZveloppZembledonc un outil important
danslOZtudeesmZcanismesOactiome IOhepcidinet, en particulier,cOeste seulmodele
physiologiquepermettantOZtudidOeffetie (Ohepcidiné long termechezlOadulteEn effet,
on peutpensergue la productionde tumeursdansun modele de sourisimmunodZficientes
nOespas le modesle idZal pour Ztudierle mZtabolismedu fer qui est sensible™ 10Ztat
inflammatoiredelQorganisméJne alternativeseraitdOinjectede fason rZpZtZee|Ohepcidine
(purifiZe,recombinant®u synthZtiquejouslesjours ou tousles deuxjours afin de maintenir
un taux ZlevZdOhepcidinsZrique En effet, uneinjection uniquedOhepcidindiminuele fer
sZriquedurablementjusqud248h et IOhepcidinumaineinjectZeest ZliminZedu sangdans
les 24h[321]. On ne sait pasencoresi |OapportZpZtZdOhepcidingar injection nOespas
toxique pour IOorganismeEnfin, I0injectionquotidienne pourrait apporterun stress
supplZmentaire qui pourrait se rZpercuter sur le mZtabolisme du fer des souris.

Notre modele transgZniquénductible serautilisZ pour Ztudierde fason exhaustive
|Oexpressiodesgenesdu mZtabolismelu fer par mesuredestaux dOARNmet de protZines.
La comparaisordessourisinduites”™ court ou bien long termenousdonnerapeut-stredes
indicessupplZmentairesur [Oeffede IOhepcidindanssesorganescibles. On peutimaginer
que IOhepcidineagisse ™ diffZrents niveaux de rZgulation (transcriptionnel, post-
transcriptionneltraductionnel post-traductionnelpu sur desciblesmolZculairesdiffZrentes
(dOaborth ferroportinepuis dOautresibles molZculairepar exemple) courttermeet long
terme.De plus, IOZtudeomparativedessourisinductiblesHepclet dessourisKkO Hepcl
rZcemmentdZveloppZeslansle laboratoire (voir C!RZsultat€omplZmentaires!E)ous
permettrgpeut--tredOidentifiede nouvellesciblesde IOhepcidinen utilisantpar exempleles
puces ~ ARN ou la protZomique.

NousavonsmontrZpour la premiere fois, que IOexpressiodOhepcidingansgZnique
dansune sourisHfe-/- ZtaitcapabledOentra’nam changementle distributiondu fer. Les
sourisHfe-/- accumulente fer dansles hZpatocytegt prZsententine dZficienceen fer des
macrophagedu foie etdela rate.Apres inductionde |Ohepcidineggn observeunerZtentiondu
fer dansles macrophagest les entZrocytesjue |Oorpeutattribuer™ une diminution de la
ferroportinedanscescellules.ll sembleZgalementjuele fer estdiminuZdansleshZpatocytes
dessourisinductiblesHfe-/- parrapportauxsourisHfe-/-. En effet, si IOorcompardes souris
Hfe-/- avecles sourisinductiblesHfe-/-, le dosagedu fer total du foie ne bougepasavec
IOexpressiodu transgenehepcidine,mais le fer augmentedansles macrophagespn peut
donc penserque les hZpatocytesie sourisinductiblesHfe-/- contiennentmoins de fer que
ceuxdessourisHfe-/-. De fason surprenanteRiveraet al. observentjuele fer hZpatocytaire
dessourisformantdestumeursproduisantde IOhepcidinestaugmentZLes auteursde cet
article concluentque IOhepcidinea entra’nZla rZtentionde fer dansles hZpatocytes
probablemenpar diminution de la ferroportine.NousavonsmesurZa ferroportinedansnos

5 B Le laps de tempsentre la formation des tumeurschezles souris et les mesuresde fer sZrique,
hZpatique, splZnique et hZmatologiques nOest pas prZcisZ dans lOatrticle citZ.
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souriset nOavonpasZtZcapablesie la dZtectedansles hZpatocytede sourisinductibles.De
plus nousobservongque le fer a pu sortir deshZpatocytesipres induction de IOhepcidine
transgZniqueNouspensonsioncquela ferroportinenOegpasimpliquZedanscetexportmais
quQibourraitexisteruneautreprotZinepermettantwu fer de sortir de IOhZpatocylersqueles
demandesle IOorganismsontaccruesLa crZationrZcentede sourisKO ferroportineavec
dZIZtiondu gene spZcifiguemenians IOhZpatocyteemble montrer que |Oabsencde
ferroportineentra’neune accumulationdu fer dansles hZpatocytegt suggeredonc quela
ferroportineestessentiellé |Oexportiu fer hZpatocytaire[75])! seraitintZressantefaire, par
exemple dessaignZe$ cessourisafin de voir si ensituationdOZrythropoessugmentZée
fer nOest toujours pas capable de sortir des hZpatocytes en absence de ferroportine.

LOaccumulatiodu fer dansles macrophageplut™igue dansles hZpatocytesst
souveniassociZenclinique humaing un moindrerisquede complicationshZpatiquesAinsi,
certainspatientsatteintsdOhZmochromatogar mutationdu gene codantpour la ferroportine
(SLC40A} accumulente fer dOabordansles macrophageguis dansles hZpatocytes[308].
CespatientsdZveloppentarementiesfibroseset carcinomesbservZshezles patientsayant
unemutationdansle gene HFE[412]. On peutainsipensemquele changementle distribution
du fer observZdansles sourisHfe-/- suite~ IOexpressiodu transgenehepcidine,sOilest
reproduit chez IOhommepourrait avoir un effet bZnZfiquesur I0ZtagZnZraldu patient.
DOautanplus que, contrairement ce qui est observZchez les patientsporteursdOune
mutationde SLC40A153], les sourisinductiblesHfe-/- retiennendu fer dansles entZrocytes.
Ce fer Ztantprobablementperdu lors de IOexfoliationdes entZrocytesdansla lumiere
intestinale |la rZtentiondu fer dansles entZrocyteslessourisinductiblesHfe-/- entra’nerait
unediminution de IOentrZde fer dansle sang.Nos rZsultatssuggerentdonc, quOemlus de
changerla distribution du fer dansles souris Hfe-/-, IOhepcidingransgZniqueliminue
|Oabsorption intestinale totale du fer.

Nousapportonsainsi pourla premiere fois un espoirde traitementalternatifpourles
patients atteints dOhZmochromatos&e =~ HFE. En effet, cette maladie est souvent
diagnostiquZeardivement,une fois que la surchargeen fer a dZj~ perturbZles fonctions
endocriniennesu cardiaquesAinsi, si IOhepcidinestcapablede modifier la distributiondu
fer enrZduisansatoxicitZ et de limiter IOentrZde fer danslOorganismelle pourraitstre une
alternativeefficaceaux saignZesourammentitilisZespour traiter les patientset qui peuvent
stre mal tolZrZes par certains patients.

10¢



Blood First Edition Paper, prepublished online December 8, 2005; DOI 10.1182/blood-2005-10-4071

Chronic hepcidin induction causes hyposideremia

and alters the pattern of cellular iron accumulation in hemochromatotic mice

Running title: Conditional hepcidin expression in transgenic mice
Scientific heading: Red cells

Lydie Viatte!, Gaél Nicola§ Dan-Qing Lot, Myriam Bennouf, Jeanne-Claire Lesbordes-
Brion®, Francois Canonne-Hergaliai Schonid, Hermann Bujartj Axel Kahri, Nancy C.
Andrews and Sophie Vauloht

Ynstitut Cochin, Département de Génétique, Développement et Pathologie Moléculaire, Paris, F-
75014 France. Inserm, U567, Paris, F-75014 France.CNRS, UMR 8104, Paris, F-75014 France.
Université Paris Descartes, Faculté de MéuedRené Descartes, UMR-S 8104, Paris, F-75014
France.

?|nstitut National de la Transfusion Sanguineri®aF-75015, France. Inserm, U665, Paris, F-75015
France.

®Inserm, U409, Paris, F-75018 France. Facult¥ddecine Xavier Bichat, Paris, F-75018 France
“Zentrum fiir Molekulare Biologie, 69120 Heidelberg, Germany

°Children’s Hospital Boston, Dana-Farber Cariostitute, Harvard Medical School, Howard Hughes
Medical Institute, Boston, Massachusetts, USA.

Financial support: This work was supported by INSERM,stitut National de la Santé et de la
Recherche Médicale and the French Ministf/ Education and Research (“Action Concertée
Incitative”). Dan-Qing Lowand Jeanne Lesbordes received grants from ANVAR.

Authors contributions

Lydie Viatte: designed and performed research, analyzed data, wrote the paper
Gaél Nicolas: designed and performed research

Dan-Qing Lou: analyzed data

Myriam Bennoun: performed research

Jeanne-Claire Lesbordesi@mn: performed research

Nancy Andrews: provided mouse model and wrote the paper

Kai Schonig: provided mouse model

Hermann Bujard: provided mouse model

Francois Canonne-Hergaux: contributed key reagents

Axel Kahn: analyzed data

Sophie Vaulont: designed research, analyzed data and wrote the paper.

Corresponding author:

Sophie Vaulont

Institut Cochin, Faculté de Médecine Cochin Port Royal, 24, rue du Faubourg Saint Jacques 75014
Paris, France

e-mailvaulont@cochin.inserm.fr

Telephone (33)1 44412408

Fax (33)1 44412421

Abstract: 192
Body: 4179words
Figures: 4
References41

1/25

Copyright © 2005 American Society of Hematology



Abstract

We report the generation of a tetracycline-regulated (Tet ON) transgenic mouse model
for acute and chronic expression of the irogutatory peptide hepcidin in the liver. We
demonstrate that short-term and long-term tetracycline-dependent activation of hepcidin in
adult mice leads to hypoferremia and iron-lirditerythropoiesis, respectively. This clearly
establishes the key role of hepcidin in regjnta the extracellular iron concentration. We
previously demonstrated that, when expressed early in fetal development, constitutive
transgenic hepcidin expression prevented iron accumulation iHfeéih mouse model of
hemochromatosis. We now explore the effect of chronic hepcidin expression irHéglult
mice that have already developed liver iron overload. We demonstrate that induction of
chronic hepcidin expression in two month blte” mice alters their pattern of cellular iron
accumulation, leading to increased iron inuessnacrophages and duodenal cells but less iron
in hepatocytes. This hepcidin-induced changes in the pattern of cellular iron accumulation are
associated with decreased expression ofrtite exporter ferroportin in macrophages but no
detectable alteration of ferrogor expression in the hepatocytes. We speculate that this
change in iron homeostasis could offer a therapeutic advantage by protecting against damage

to parenchymal cells.
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Introduction

Although iron is essential for many cellular processes, particularly for mammalian
erythropoiesis, iron in excess can be deleteramug triggers production of free radicals. To
maintain iron homeostasis, there is tight regulation of iron absorption by the duodenum and
iron recycling from senescent erythrocytes by tissue macrophages. The recently identified
hepatic peptide hepcidin has been proposed to be central to this regulation, acting as the
principal iron-regulatory hormone to maintaion homeostasis. Hepcidin is a 25 amino acid
peptide synthesized by the liver, secreted the bloodstream and excreted by the kidtfey
Hepcidin expression is increased in iron overldadnd decreased in iron deficienéy.
Hepcidin-deficient mice accumulate iron in parenchymal cells with sparing of the
reticuloendothelial systen? and conversely, transgenic mice constitutively expressing
hepcidin have markedly lower iron stores resulting in severe aneniia humans, the
important physiological role of hepcidin was demonstrated by the identification of
homozygous mutations of the hepcidin gene in patients with juvenile hemochrorfiatosis
severe iron overload disorder characterizedhbyeased intestinal iron absorption, increased
serum iron and deposition of excess iron irepahymal cells. Together, these observations
are all consistent with that idea that hepcidin is a key regulator of iron homeostasis that acts
by limiting both intestinal iron absorption érmacrophage iron release. Recent studies
indicate that, to achievthis function, hepcidin binds to ferroportina transmembrane iron
transporter necessary for iron export out of intestinal epithelial cells and macrophages
Hepcidin binding induces internalization of ferroportin and its subsequent degradation

In humans, hepcidin dysregulation was demonstrated in two phenotypically opposite
iron disorders, hereditary hemochromato@itH) and the anemia of inflammation (also
referred to as the anemia ofrohic disease). Hepcidin productiaras reported to be deficient

in patients with HH attributable to mutationsHiFE, TFR2or HIV ***2 thus explaining their
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persistently increased iron absorption in theefaf iron overload. In contrast, excessive
hepcidin production was reported in patientgshwinflammatory and infectious disorders
associated with the anemia of inflammatié™® Increased hepcidin expression is expected to
rapidly sequester iron in the macrophages and inhibit duodenal iron absorption, two hallmarks
of the anemia of inflammation.

Recently, transgenic and mutant mouse models with hepcidin deficiency have
provided significant insights into the important role of the hepcidin-ferroportin axis in iron
metabolisn®*° In these models, hepcidin deficienoyrrelated with upregulated ferroportin
protein in enterocytes, leading to increased intestinal iron absorption and increased plasma
iron levels. In contrast, there have been few models developed to study the effects of hepcidin
overexpression. We previously reported a transgenic mouse model in which the transthyretin
(TTR) promoter was used to drive constitutive hepcidin synttf@sBue to the very early
activity of the TTR promoter in the fetal liver, the majority of the transgenic pups died within
a few hours after birth from systemic iron deficiency associated with severe microcytic,
hypochromic anemia. This phenotype suggested a hepcidin-dependent blockade of placental
iron transport resulting from transgenic fetal hdpcproduction late in gestation, when the
endogenous hepcidin gene is not detectably expressed. To circumvent the early effects of
hepcidin, we developed a conditional transgenouse model using a tetracycline-dependent
inducible system (Tet ONJ". This model allows overexpression of hepcidin in the liver in
response to doxycycline (a tetracycline analogue) treatment, allowing investigation of the
effects of hepcidin on iron absorption and recycling in adult animals. Here, we report the
effects of induced transgenic hepcidin expression on iron homeostasis in normal mice and

mice with genetic hemochromatoskfé’ mice).
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Material and methods

Animals

All mice used in the experiments were cared for according to criteria outlined by the
European Convention for the Protection of LabmmgAnimals. Animals were maintained in
a temperature- and light-controlled environment and were given free access to tap water and
standard laboratory mouse chow (AQOS3, iron content 280 mg/kg, UAR, France). Only male

mice were used in this study.

Generation of transgenic mice

Null Hfe-deficient mice Kfe” mice) have been described previouSlyFull-length
murine  Hepcl cDNA was amplified using the forward primer 5'-
GGGGGATATCAGGCCTCTGCACAGCAGAACAGAAGG-3and the reverse primer 5'-
GGGGGATATCAGGCCTCTATGTTTTGCAACAGATACC-3'. TheHepclPCR fragment
was subcloned into thePi-1 plasmid (Clontech) containing a minimal CMV promoter
regulated by a tet operator sequent#(, which is responsive to the regulatory rTA
transactivator. The constriuwas confirmed by DNA sequee analysis. The 3.4-kiptO-
Hepcltransgene was separated from the plasmid sequence by digestioksai#md used
for pronuclear microinjection. rTA™-1 mice, in which rTA is driven by the liver activator
protein (LAP) promoter, were previously descrif@dBoth transgenic linesgtO-Hepcland
rTAYP-1) had mixed genetic backgrounds that included contributions from C57BL/6, 129/Sv
and DBA/2 strains.

Mice harboring only one of the two transgenes (eita#-Hepclor rTA“"-1) were
used as controls as they do not express teamsdiepcidin. Mice harboring both transgenes

(tetO-HepcIrTAYP-1 mice), referred to as “inducible mice”, expressed transgenic hepcidin
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after doxycycline treatment.

Inducible mice were crossed witfife’” mice, to generate inducibléie” mice (i.e.
tetO-HepcIrTA™P-1/Hfe” mice). InducibleAfe” mice were then intercrossed to generate
inducibleHfe” mice (i.e. tetO-HepcIrTA""-1/Hfe” mice). In this set of experiments
littermates withtetO-HepcIHfe"", rTA"P-1/Hfe'", tetO-HepciHfe” or rTA“*P-1/Hfe"*
genotypes were considered controls and animals teiHepciHfe” and rTA*P-1/Hfe”

genotypes were considereidie’ mice.

Genotyping of transgenic mice by PCR analysis and Southern blotting

Southern blot genotyping ®tO-Hepclmice was done as describedAsd-digested
DNA was electrophoresed, transferred to a nylon membrane (Hybond-N, Amersham
Pharmacia), and hybridized with a probe corresponding to the 3.Addpragment of the
tetO plasmid. The probe was labeled with [32P]JdCTP by random priming with a
commercially available kit (Megaprime DNA labeling systems, Amersham Pharmacia).
Genomic DNA (0.5-1R) was used in 5 PCR reactions. ThaetO-Hepcl
transgene was amplified using forward primer 5-CGTGCTAGCGCGGCCTCGAC-3’
(annealing to a sequence in multicloning site | of th@iFl plasmid) and reverse primer 5'-
AACAGATACCACACTGGGAA-3' (annealing inHepc1cDNA). The PCR was performed
for 34 cycles (40 s at 94°C, 40 s at 60°C and 40 72°C), after initial denaturation at 94°C
for 4 min, concluding with a final elongation step at 72°C for 5 min. A 297-bp-specific
product corresponded to thietO-Hepcltransgene. The rTA”-1 transgene was amplified
using forward primer 5-CCATGTCTAGACTGGACAAGA-3' and reverse primer 5'-
CTCCAGGCCACATATGATTAG-3'. The PCR was performed for 37 cycles (30 s at 94°C,
60 s at 57°C and 30 s at 72°C) after initial denaturation at 94°C for 4 min, concluding with a
final elongation step at 72°C for 5 min. PC&actions were carried out in 20 mM Tris HCI

(pH 8.4), 50 mM KCI, 0.05% W-1, 2 mM Mgg;10.2mM each dNTP, 0.2 uM of each primer,
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and 4 units ofTaq polymerase (Invitrogen). The reaction mixtures were analyzed on 1.5%
agarose gels containing ethidium bromide. Genotyping results from Southern blot and PCR
analyses were consistent. Finallyfe genotyping was performed using primers specific for
the wild-type Hfe allele (forward 5-TTCTTTAGATAGCCTCTCAC-3' and reverse 5'-
GTGGCGAGTCACTTTCACCA-3) and the targetedHfe allele (forward 5'-
AGTTGGGAGTGGTGTCCGA-3' and revee 5-CTAGCTTCGGCCGTGACG-3),
resulting in 502 bp and 190 bp products, respelgtivThe PCR was performed for 40 cycles

(30 s at 94°C, 56 s at 56°C and 30 s at 72f@r initial denaturation at 94°C for 4 min,

concluding with a final elongation step at 72°C for 5 min.

Doxycycline administration

Doxycycline, a derivative of tetracycline, is the substance of choice for the induction
of the Tet ON systenMice of all genotypes were treated with doxycycline. For short-term
induction, doxycycline hydrochloride (Sigma-Aldrich, Lyon, France) was freshly dissolved in
0.9% NacCl at a final concentration of 4 mg/mtldiiter-sterilized prior to intraperitoneal (IP)
injection. A dose of 2 mg of doxyclige was given once to each mouse.

For long-term induction, doxycycline hydtdoride (2 mg/ml final concentration) and
sucrose (3% final concentration) were dissdlue distilled sterile water and administerad
libitum from foil-covered water bottles. The doxycycline-sucrose solution was prepared fresh

every 3 to 4 days.

Hematological analysis

Blood was sampled before sacrifice by retro-orbital phlebotomy into heparinized tubes
(Capijectm T-MLH, Terumo Medical Corporation). Blood cell counts and erythrocyte

parameters were determined using a MaxM coulter automatic analyzer.
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Northern blotting

Total RNA from mouse tissues was isolated using RNAplus (QBiogene, lllkirch,
France). Twenty micrograms of liver RNA was denatured in formaldehyde-containing buffer
and electrophoresed through 1% agarose, 2.2 M formaldehyde gels. Northern blot analysis
was performed as previously describ&d Briefly, after electrophoresis, RNA was
transferred to a nylon membrane (GeneScreen Plus, Dupont-NENTM Life Science Products)
in 20X SSC buffer and probed simultaneously with cDNA probes specific for hepcidin and
ribosomal 18S mRNAs. The probe used to detect hepcidin was prepared from a plasmid

isolated by suppressive subtractive hybridization, pT-Hept1°.

Iron measurements

Quantification of serum or liver iron content was performed as previously described
by Torrance and Bothweff using IL test (Instrumentation Laboratory, Lexington, MA) on
an Olympus AU400 automat. For histology, tissues were fixed in 4% formaldehyde,
embedded in paraffin, mounted onto slidesl atained with Prussian blue and nuclear red
counterstain using standard procedures. Fols B3-diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB) staining, tissue sections were incubated for 20 min in 18, Hn 0.1M PBS,
immersed in Perls solution (1:1, 2% HCI and 2% potassium ferrocyanide) at room

temperature for 30 min and then incubated for 10 min in 0.018% iH DAB.

Immunoblotting

Microsomal and cytosolic fractions from frozen tissues of 3 month old mice were
prepared as previously describéd Twenty pg of cytosolicprotein solubilized in 1X
Laemmli buffer and incubated for 30 min at room temperature (RT), or 20 to 50 ug of
microsomal protein solubilized in 1X Laemrbuffer and incubated for 5 min at 100°C was

electrophoresed by SDS PAGE and transferi@dPVDF filters. Ponceau red staining
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confirmed similar gel loading and similar transfer of proteins to the membranes. Immunoblots
were pre-incubated with blocking solution [7% skim milk in TBST (0.15% Tween20 in Tris
buffered saline)] prior to incubation with primary antibodies. Rabbit polyclonal anti-mouse
ferroportin antibody was previously descritd®and rabbit polyclonal anti-mouse L-ferritin
antibody was a kind gift from P. Santambrogio and S. E&vAntibodies were diluted in
blocking solution as follows: anti-mouse ferrofa: 1/600 and anti-mouse L-ferritin: 1/1000.
After incubation with antibodies, membranes were washed in TBST and then incubated with
peroxidase-labeled anti-rabbit immunoglobulin (1/8000, Amersham). Signals were visualized

by enhanced chemiluminescence (Supersignal West Pico, Pierce).

Immunohistochemistry

Tissues from 3 month old mice were fixeddi¥v formaldehyde. Paffin sections were
subjected to microwave treatment and then processed for immunohistochemistry using the
EnVision+ System-HRP (DAB) kit (DAKO, Trappes, France) according to the manufacturer's
recommendations. Primary antibody against ferroportin was diluted 1:75 before use. As a
negative control, immunohistochemistry with no primary antibody was performed (not

shown).
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Results

Generation of a mouse line aatrolling hepcidin expression

To inducibly express transgenic hepciaie chose a tetracycline-dependent Tet ON
system that permits quantitative and deliberately regulated control of gene activity in the liver
(Figure 1A). To develop transgenic mi¢¢epclcDNA controlled by the tet operatae{O-
Hepcltransgene) was transferred into mice by pronucleus injection and 11 potential founder
animals carrying the transgene were generatedelért for the best trans-responder line, the
tetO-Hepcl mice were crossed with rFA™-1 mice (previously described, see ré?),
harboring the coding sequence of the tetrlwegedependent transactivator under the control
of a liver-specific promoter (LAP). The ma&lts were given doxycycline (2 mg/ml in 3%
sucrose) in their drinking water from day 7 after birth until weaning to induce transgenic
hepcidin expression in the breastfeeding pups. Expression oHdpel transgene was
analyzed in offspring carrying both transgenes by assessing liver transgenic hepcidin mRNA
on Northern blots. Of the 11 lines examined, only one showed high levels of trartdgpaic

MRNA expression. This line was selected for further study.

Short-term induction of transgenic hepcidin causes hypoferremia

Short-term expression of transgenic heprigas induced in two month old inducible
mice (i.e. double transgenic mice harboring hiet®-Hepcland rTA*"-1 transgenes) by a
single IP injection of doxycycline. Mice were sficed 3, 6, 9 or 18 hours after injection.
Liver hepcidin mRNA levels were assessed\mythern blot and serum iron was determined.
As shown in Figure 1Btransgenic hepcidin mRNA (Thepc, distinguished from endogenous
hepcidin mRNA by its longeieglobin polyA) was detected as early as 3h after doxycycline
injection. It reached a maximum level at 9 hours and then declined by 18 hours after injection.

Doxycycline-induction of transgenic hepcidin was associated with decreased serum iron
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beginning after 6 hours and lasting up to 18 hours (Figure 1C). Of interest, expression of
endogenous hepcidin was repressed 3 hours sdteim iron decreased (i.e., 9 hours after

injection of doxycycline).

Long-term induction of transgenic hepcidinresults in iron-restricted erythropoiesis

Long-term induction of transgenic hepcidin was achieved by administering
doxycycline to inducible mice in their drinking water. After three weeks of treatment, high
levels of transgenic hepcidin mRNA were dg¢el in the livers of the inducible mice (Figure
2A). As a consequence, these mice developearestricted erythropoiesis and anemia as
demonstrated by decreased serum iron, hemoglobin and red blood cell numbers (Figure 2A).
The sustained expression of transgenic hepcidin resulted in decreased levels of the
endogenous hepcidin mRNA (Figure 2A), as previously reported in mice constitutively
expressing transgenic hepcidinTo assess the time course of the development of anemia in
inducible mice, blood was sampled and analyaediifferent time-points during the three-
week treatment (Figure 2B). Hematological indices tended to change ten days after induction.
Decreased values became significant for all hematological parameters after 2 weeks of
doxycycline treatment and lasted for at leasteéhweeks. The effect of a 2-week doxycycline
course was reversible, with red cell and hemoglddiels returning to control values 10 days

after doxycycline withdrawal (not shown).

Transgenic hepcidin induces altered pattern of iron distribution inHfe” mice

We next asked whether hepcidin-inducednirdepletion might alter the pattern of
cellular iron accumulation seen in hereditigmochromatosis. To this end, inducible mice
were crossed withHfe” mice. InduciblgAfe” offspring were inteerossed to yield

inducibleHfe”™ mice (i.e., mice harboring botatO-Hepcland rTA*P-1 transgenes and with
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Hfe’" genotype). Two month old animals (contidfe” and inducibleffe’ mice) were given
doxycycline in their drinking water for three weeks.

As compared to control micéffe’” mice had increased serum iron levels (43 + 3
Fmol/l in Hfe” mice, n=3 vs 30 + 9 in control mice, n=5; p = 0.05), increased liver iron
content (471r 166 pg iron/g of wet tissue idfe’” mice, n= 3 vs 127 33 in control mice, n=
6; p = 0.0012) and concomitant accumulationlieér L-ferritin proteins (as assessed by
immunoblot, Figure 3B). Ferritin levels in the spleensitd” mice were, as in control mice,
at the limit of detection. Finally, as previously reportetf?”?® hepatic endogenous hepcidin
mRNA levels were inappropriately low relative to the iron burderiféi” mice (Figure 3A).

High levels of transgenic hepcidin mRNA were detected in indutlf#é&/ mice;
endogenous hepcidin mRNA was undetectableufeiA). Similar to inducible transgenic
mice with wild typeHfe alleles, inducibleAfe” mice had severe hypoferremia (2.5 pmol/l
in inducibleHfe” mice, n = 5 vs 43r 3umol/l in Hfe’ mice, n = 5; p < 0.0001) and
developed signs of iron-restricted erythragsis. Surprisingly, total liver non-heme iron
content and liver L-ferritin protein levels veesimilar in mice of both genotypes (472.66
Hg iron/g of wet tissue in inducibldfe” mice, n= 5 vs 485 169 inHfe’ mice, n= 5) (Figure
3B). However, Perls staining of liver sections indicated that, although total liver iron content
was unchanged, induction of hepcidin in inducife/” mice resulted in an altered pattern of
cellular iron accumulation. Indeed, while iraras primarily detected in hepatocytesHie™
mice, iron was predominantly found in tissue macrophages (Kupffer cells) in induéile/
mice (Figure 4A, c vs a). Similarly, splenic macrophage iron content was increased in
inducibleHfe” mice as shown by increased splenifetritin levels (Figure 3B) and markedly

enhanced Perls staining of splenic red pulp macrophages (Figure 4A, d vs b).
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Altered pattern of iron distribution is associated with changes in ferroportin expression

As ferroportin is a major target of hepcidinwe examined ferroportin expression in
inducibleHfe” mice using immunoblotting and immunohistochemistry. In the livers of
control mice, ferroportin is normally expresssdow levels (Figure 3B). Its expression was
increased in the livers dfife’ mice, due to enhanced expression of ferroportin in Kupffer
cells (Figure 4B a). The sustained esgmion of hepcidin in the inducibiéfe” mice leads to
a decrease in ferroportin in Kupffer cells as observed by both immunoblot analysis and
immunohistochemistry (Figure 3B and Figure 4Bys a). Ferroportin expression varied in a
similar fashion in splenic macrophages, with increased levet$féi mice and decreased
levels in inducibléAfe” mice (Figure 3B and Figure 4B, d vs b).

To assess the effect of transgenic hepcehlpression on intestinal iron absorption,
Perls DAB staining and ferroportin immunodetection were used to evaluate the duodenum of
Hfe” and inducibleAfe” mice.

While ferroportin was clearly detected at the basolateral membrane of the absorptive
enterocytes lining the intestinal villi of théfe’ mice, a marked decrease in the amount of
ferroportin was observed in inducittée” mice (Figure 4C, a vs c). Concomitantly, there
was a strong increase in the amount of stdearon present in duodenal enterocytes in

inducibleHfe” mice as compared tdfe” mice (Figure 4C, d vs b).
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Discussion

We report the characterization of a new mouse model that allows inducible expression
of the iron-regulatory hormone hepcidin. The effef short-term induction of hepcidin was
evaluated by giving a single dose of the inducer doxycycline to mice carrying transgenes
mediating hepcidin expression. We found that induction was associated with decreased serum
iron within 6 hours, consistent with a direct role of murine hepcidinvivo in the
development of hypoferremia. This result is in accord with the recent work of Rivera et al.
who demonstrated that injection of synthetic human hepcidin triggered hypoferremia in mice
1 hour later®. The delay in decreased serum iron obserin our model is likely explained
by the time needed for transactivation, trangeyn, and processing of hepcidin prior to its
secretion in the bloodstream. The rapid effect @icitén in these models is most likely due to
blockade of export of recycled iron from macrophages, a process which supplies most of the
iron needed for erythropoiesis. Hepcidin-inddi¢g/poferremia lasted at least 18 hours after a
single dose of inducing drug in owiansgenic model, a time course effect which is compatible
with that reported by Rivera et al. using human radiolabeled hepgidin

The mechanism of regulation of hepcidin gene expression in response to iron status is
not yet known. It was recently proposed tleatulating diferric transferrin may directly
regulate hepcidin gene expression and thatstearin receptor 2 (TFR2) is responsible for
homeostatic iron sensing by the liver (reviewed in ¥3f.Our observation that endogenous
hepcidin gene expression was decreased 3 lafi@rsserum iron decreased is consistent with
the hypothesis that decreased iron bound to transferrin is involved in rapid down regulation of
hepcidin synthesis.

To study the chronic effects of hepcidin, chronic induction was achieved by giving
doxycycline in the drinking water. Under tieegonditions, mice carrying the inducible

transgene showed iron retention in the macrophages (data not shown) and developed iron-
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limited erythropoiesis two weeks after treatimehhese characterisicare reminiscent of
anemia of inflammation (also referred to as anemia of chronic disease) as already discussed
by Rivera et al.®*. These authors reported that mice implanted with tumor xenografts
engineered to overexpressed human hepcidin developed severe ahetuaever, while
those authors reported that hepcidin was shunting iron away from erythropoiesis by
sequestering it predominantly in hepatocytes, we were unable to detect a significant amount
of iron in the hepatocytes of our inducible mice (data not shown). Instead, iron was
sequestered in macrophages as demonstrated for the inddfgibletice. This discrepancy
may be explained by the different mouse strains and the complexity of the model used by
Rivera and colleagues, who introduced hepatoma tumor cells into immunodeficient NOD-
SCID mice maintained on a high iron diét

We previously reported that hepcidin adydrevent iron overload in HFE-associated
hemochromatosis by crossing transgenic mice constitutively expressing hepcidiHeptR-
mice with Hfe” mice %°. However, to consider possible therapy for affected patients, it was
important to determine whether hepcidin treatment would be beneficial after iron overload
was established. Indeed, hemochromatosisaimes substantially umd-diagnosed and, if
untreated, can cause serious illness with caraptins including liver cirrhosis, fibrosis and
hepatocellular carcinoma. It could be advaatags to manipulate iron homeostasis in patients
with more advanced disease.
Therefore, we used an inducible transgene to effect chronic hepcidin replacement in adult
animals that already had increased liver iropaséion. We demonstrated that supplementary
expression of hepcidin in our murine hemochromatosis model leads to an altered pattern of
cellular iron accumulation. Iron sequestration in the macrophage is associated with, and likely
explained by hepcidin-induced ferroportin dsgdgtion. The link between ferroportin and

hepcidin was first established by Nemeth et al., who demons&atenothat hepcidin was
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able to bind to ferroportin, thereby inducing internalization and degradation of ferroportin,
resulting in decreased export of cellular iroriThis finding has been replicated in several
transfected cell lines?* and, more recently, in bone marrow-derived macrophages
expressing endogenous ferroporifh In this study, we observed iron retention in splenic
macrophages and enterocytesHi&’" mice induced to express hepcidin, providing further
evidence that hepcidin-induced ferroportin degradation explains the pleiotropic effects of
hepcidin in the regulation of iron homeostasisivo

The altered pattern of iron distributionlitie’ mice expressing the hepcidin transgene
is the phenotypic opposite of the liver iron overload that occurs in genetic hemochromatosis
associated with insufficient hepcidin. Interestingly, hepatocyte ferroportin expression is not
appreciably differat from normal in either cas® '*’ It is tempting to speculate that
hepatocyte iron egress is governed by a hepcidin-ferroportin independent pathway.
Alternatively, there may be distinct mechangsfor regulating ferroportin expression and/or
activity in hepatocytes. However, ferroportin iatis difficult to detect in hepatocytes under
normal conditions, and it remains possible that subtle changes in ferroportin expression would
be impossible to discern under our experimental conditions.

Iron accumulation in splenic macrophages and consequent decreased serum iron in
Hfe” mice expressing the inducible hepcidin trasgis reminiscent of the clinical features
of patients with autosomal dominant iron overload due to pathogenic mutations in the
ferroportin gene (reviewed in ret). In most cases, ferroportin mutations result in loss of
protein function. Patients tygally present with increasedoir deposition in Kupffer cells
(rather than hepatocytes) and low serum transferrin saturation. Some do not tolerate
phlebotomy and develop a mild aneri?&® Furthermore, in contrast to the other forms of
hemochromatosis associated with hepcidin deficiency, hepcidin levels are elevated in these

patients®®. These patients rarely develbyer fibrosis or cirrhosis and they have few, if any
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clinical manifestations of iron-storage disease. As recently suggested by Zoller et al., it
appears that iron deposition in Kupffer cells is well tolerdfeBased on these observations,
we speculate that the altered pattern of cellular iron distribution following hepcidin treatment
could ameliorate hemochromatosis by redudgnog-induced damage of parenchymal cells.
Furthermore, the hepcidin-induced down regalatf ferroportin and iron retention that we
observed in enterocytes suggest that further iron absorption will be abrogated, thus preventing
additional body iron accumulation. This result contrasts with studies of patients with three
different types of ferroportin mutations, in ih no enterocyte iron retention was obsef’ed

In conclusion, our results provide furthempport for the attractive hypothesis that
hepcidin acts to decrease intestinal irosagption and iron egress from the macrophages by
down regulating ferroportin. It provides a rationale for using hepcidin or a hepcidin agonist in

the treatment of iron overload disorders.
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Figure legends

Figure 1. Development of mice expressy an inducible hepcidin transgene.
A. Schematic outline of the Tet ON regulatory system. The rTA protein acts as a strong
transcriptional activator in the presence of doxycycline by binding to its cognate operator
sequencetétO).
B. Hepcidin mRNA levels in the livers of control mice and inducible mice (i.e. double
transgenic mice harboring both tek@pcland rTA”-1 transgenes), 3, 6, 9 or 18 hours after
a single intraperitoneal injection of doxycycline. Total liver RNA (20 pg) was fractionated by
electrophoresis, blotted, and hybridized withpcidin and 18S-labeled probes. A typical
experiment is shown.
C. Serum iron levelsinol/l) in animals injected with doxycycline 3, 6, 9 or 18 hours after
treatment. Results are expressed relative to control serum iron (arbitrarily 100). White bars
indicate control animals; black bars indicate inducible mice. Statistical analysis was
performed using Student’s t-test (unpaired, two tailed): *p<0.05, at least 3 animals. Thepc -

transgenic hepcidin mRNA; endo hepc - endogenous hepcidin mRNA.

Figure 2. Long-term induction of transgenic hepcidin
A. Liver hepcidin mRNA levels. Control mice and inducible mice (i.e. double transgenic mice
harboring bothetO-Hepcland rTA*"-1 transgenes) were given doxycycline in their
drinking water for 3 weeks. Total liver RNA (20 pg) was fractionated by electrophoresis,
blotted, and hybridized with hepcidin and 18S-labeled probes. Values for red blood cell count
(RBC), hemoglobin (HGB), and serum iron are shown for each animal. Thepc - transgenic
hepcidin mRNA; endo hepc - endogenous hepcidin mRNA.
B. Hematologic indices of mice treated for 10, 14, or 20 days with doxycycline. Results are

expressed relative to control serum paramédgetstrarily 100). White bars indicate control
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animals; black bars indicate inducible mi&atistical analysis was performed using
Student’s t-test (unpaired, two tailed): *p<0.05 n= at least 5 animals. RBC - red blood cell

count (16/ B); HGB- hemoglobin (g/dl); HCT - hematocrit (%); MCV - mean cell volume

(fl).

Figure 3. Characterization of mice carryingthe inducible hepcidin transgenes crossed
with Hfe” mice after treatment for 3 weeks with doxycyline

In this figure, each column represents the same animal.

A. Hepcidin mRNA levels in the livers of control (corttfe” and inducibleAfe’ mice (ind/
Hfe”,i.e., mice harboring bottetO-Hepcland rTA*P-1 transgenes and wittife” genotype)
treated for 3 weeks with doxycycline. Total liver RNA (20 pg) was fractionated by
electrophoresis, blotted, and hybridized with hepcidin and 18S-labeled probes.

B. Ferritin and ferroportin levels as assessed by immunoblot analysis of livers and spleens of
control,Hfe” and indHfe” mice treated for 3 weeks with doxycycline.

Anti-mouse L-ferritin antibody was used to probe 20 ug of hepatic (upper panel) or splenic
(lower panel) cytosolic extact. Anti-mouse ferroportin antibody was used to probe 50 pg of
hepatic (upper panel) or 20 pg splefower panel) microsomal extract.

Molecular weight markers (kDa@ye indicated on the left. The levels of serum iron and liver

iron are shown for each animal.

Figure 4. Perls staining and tissue ferroportin protein levels of liver, spleen and
duodenum sections from mice carrying theriducible hepcidin transgenes crossed with

Hfe knockout (Hfe”) mice and treated for 3 weeks with doxycyline
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A.& B. Typical Perls staining (A.) and faportin immunodetection (B.) using anti-mouse
ferroportin antibody of liverg andc; original magnification x40 in A., and x20 in B.) and
spleen b andd; original magnification x10) sections frofe’ (a andb) and indHfe’ mice
(i.e., mice harboring bottetO-Hepcland rTA"-1 transgenes and witlife” genotype) ¢
andd). Non-heme iron stains blue. The liver iron content for each animal is shown.

C. Duodenum (original magnification x20) was stained for itban(dd, Perls DAB staining,
non-heme iron stains brown)éferroportin immunodetectiom @ndc) in Hfe” (a andb) and
in indMHfe” mice (i.e., mice harboring botetO-Hepcland rTA*P-1 transgenes and with

Hfe’” genotype) ¢ andd).
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RZsultats complZmentaires!: CaractZrisation dOun modele de souris

invalidZes pour le gene Hepcl

Lesbordes-Brion JC, Viatte L, Lou DQ, Bennoun M, Houbron C, Hamard G, Kahn A and
Vaulont S.Targeted disruption of hepcidinl gene results in severe hemochromatosis,
manuscrit en prZparation

Introduction

CommenouslOavonsu prZcZdemmentousdisposionsau laboratoiredu modele KO
Usf2 ayantun dZficit fonctionnelen Hepclet Hepc2[280] Cessourisont une surcharge
martialemultiviscZraleet unedZficienceen fer desmacrophaged.e dZficit en Usf2 dansces
souris entra’ne Zgalement une forte IZtalitZ pZrinatale limitant les analyses.

Nousavonsentreprisaulaboratoirede gZnZredessourisKkO Hepclet KO Hepc2afin
de dZterminetesr™lesespectifale cesdeuxgeneshepcidinechezla souris,de disposedOun
modsle dOZtudde IOhZmochromatokge ™ un dZfautdOhepcidinet plus gZnZralemerour
Ztudier les mZcanismes dOaction de IOhepcidine.

DesdeuxgenesHepcletHepc2 cOede gene Hepclqui estle plus prochedu gene
HAMP humain.Nous avonsvu que le gene Hepclestcapable,” lui seul, lorsquQilest
surexprimZ ,dOentra”’ndOapparitiordOuneanZmie[281,370] (voir C!Article 3!E) et de
prZvenir[284](voir C!Article1!E)et peut-streguZrif370] (voir C!Article3!E)la surchargeen
fer dOundZmochromatoselFE-dZpendanteé?our cesraisons,nousavonsgZnZrdansun
premiertempslessouriskO Hepcl Pourinvaliderle gene Hepc], la stratZgieutilisZea ZtZde
remplacera plupartdu gene Hepc1(les deux premiersexonset une partie de |OexorB) par
unecassettale sZlectiori IOhygromycinesZrZealansle gene parrecombinaisomomologue
dansdescellulesES 129 (Figure44A). Les clonesrecombinZ®nt ZtZidentifiZspar Southern
blot et PCR.Les sourism%oleshimeres(issusdu transfertde cescellulesES modifiZesdansle
blastocystede souris C57BL6) ont ZtZ croisZsavec des souris femelles C57BL/6. La
transmissiorde [OallslerecombinZa ZtZvZrifiZepar analysePCR et les sourisHepc /- ont
ZtZcroisZesntreellespour obtenirdessourisHepct/-. COedt caractZrisationle cessouris
Hepcl/- que je vais vous prZsenter.

RZsultats

LessourisHepc/- issuesdescroisementgntreHepc /- ont ZtZsacrifiZes 2,3, 4,6
et 8 mois apres pesZepour analysedes parametreshZmatologiquesge divers dosages
sZriques, et contenu en fer des organes.

Nous avonsvZrifiZ dansun premiertempsque IQinsertiorde la cassettea conduit™
|Oinvalidatiorlu seulgene HepclsansperturbatiordesgenesUsf2 et Hepc2par RT-PCRsur
les ARN de foie dessourisHepct/- (rZsultatsnon montrZs) LOZtudeu nombrede souris
%ogZede 10 jours montre que, contrairementaux souris Usf2-/-, les sourisHepck/- ne
prZsentenpas de |ZtalitZ pZrinatale(Figure 44B). Les sourisHepck/- se dZveloppent
normalement, sans perte de poids, exceptZ " 10%.ge d¢FBgums44C)
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Figure 33" Cr$ation de la souris knock'out Hepc! : survie et poids

A" Sch$made la strat$gie utilise pour invalider le g%neHepc!" HYGRO : cassette de s$lection
hygromycine ; FH : fragment d#homologie" H : site de restriction Hindlll" B : site de restriction BamHI|
B" Nombre d#animaux de !: jours issus du croisement entre sourisHepc!@;"

C"Courbe de poids dessouris KO Hepc!"* : pG :&:4 Hepc!;' vs Hepc!@;?de m*me ?ge"n E au moins
6 animaux par ?ge et par g$notype"

Les parametreshZmatologiquesiessourisHepct/- tendent augmenteentre2 et 4
mois de vie puis reviennent " la normale comparZes aux souris cofiiigties 45A)

LessourisHepct/- ontplusdefer sZriquequeles souriscontr ™ledes [O%ogke 2 mois
etle fer sZriqueresteZlevZchezles sourisHepct- plus %egZg&igure45B). LOaugmentation
de la ferritine sZriqueestobservZehezles sourisHepct/- de 3 mois et la ferritine sZrique
augmentdortementchezles sourisHepc1/- aveclO%.dEigure 45B, Zchellelogarithmique).
De meme, le dosagedu fer hZpatiquanontreuneaccumulatiorrapidedu fer dansle foie des
sourisHepck/- des I0%ogie 2 mois (Figure 45B). Le fer hZpatiquedessourisKkO Hepcl
continuedOaugmentaveclO%o.gs, ~ 8 mois, les sourisHepct/- ont presque2s fois plus de
fer que les souris contr™(Egyure 45B)




Figure 34" 2volution du ph$notype des souris KO Hepc! avec l#?ge

A" Num$ration des souris KO Hepc!" RBC: Red Blood Cell Count&nombre de globules rouges
(1: 5ul); HGB : taux d#h$moglobine(g;dl); HCT : h$matocrite (F); MCV : Mean Cellular Volume&
volume globulaire moyen (fl)* nE au moins 3 animaux par ?ge et par g$notype" * : p G:&4 ;** :pG
&

B" Fer s$rique (umol;l)& ferritine s$rique (ng;ml)& fer h$patique (ug de fer ; g de tissu humide)" En
abscissesest figur$ l#?gedes souris en mois" nE au moins 3 animaux par ?ge et par g$notype" * : p G
&4 pGi&!; Y o pGi&nt; Y i p G&nl”

Afin de dZtecteda prZsencale fer dansle foie et les autrestissusdes sourisKO
Hepcl, nousavonscolorZau Perlsdescoupesde cesorganesNousavonsobservZcomme
dansles sourisUsf2/-, uneaccumulatiormassivede fer dansle foie et le pancrZaslessouris
Hepc1/- etunedZficienceenfer dela rate (Figure46A). Dansle pancrZadg fer sOaccumule
prZfZrentiellementansle pancrZasexocrinedss |0%.gae 2 mois puis dansles "lots de
Langheranslansles sourisde 4 mois (Figure46A). NousavonsZgalementiZtectAu fer dans
le clur, les poumons, le rein, le muscle squelettique et le cerveau (rZsultats non montrZs).

De fason surprenantealorsquele fer dessourishZmochromatosiquest despatients
atteintsdOHHsOaccumuOabordutourdesespaceportesdu foie, nousavonsobservAians
les souris Hepc/- une accumulationdu fer prZfZrentiellementwutour de la veine
centrolobulaire(Figure 46B). En effet, il est admis que la surchargemartiale de
IOhZmochromatoseimaire estdue ™ une hyperabsorptiorintestinaledu fer. Or, le fer
provenantde la digestionarrive au foie par la veine porte et se dZversepar IOespacporte.
Afin detesterla capacitZdeshZpatocytepZriportauxdessourisHepct/- ~ accumuledu fer
venantde |QalimentatiomousavonstraitZ dessouris%.gZede 2 mois pendantleuxsemaines
par un rZgimeriche en fer (2% de fer carbonyl).Commeattendu les souriscontr™leayant
resu un rZgimeriche enfer accumulente fer dansles hZpatocytepZriportaux Figure 46B).
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Dansle foie dessourisHepc1/-, on retrouvedu fer danstout le foie, montrantainsi queles
hZpatocytes pZriportaux ont ZtZ capables dOaccumuler le fer dFigireet6B)

A

contr™le

foie pancrZas rate

Hepcl -/-

cL PP

PP
cL
PP

CL

\ 4

A

Hepc1 -I- (rZgime 2% fer carbonyl)

contr™le Hepcl -I-

Figure 36" Surcharge tissulaire en fer&visualis$e par la m$thode de Perls

A" Coloration de Perls sur le foie&le pancr$aset la rate de souris contr>le (Hepc!@;?)ou Hepc!';'
?g%$es de 3 mois" Grossissement de [#objectif : x!:"

B" Coloration de Perls du foie d#unesouris Hepc!';' de + mois (/ gauche)" Colorations de Perls de
souris trait$es + semaines par un r$gime riche en fer (+F fer carbonyl)" PP : p$riportal ; CL:
centrolobulaire” Grossissement de [#objectif : x!:"

Discussion

LOensemblee cesrZsultatanontrequele modsle KO Hepclreproduitles anomalies
du fer retrouvZeslansles souriskO Usf2, confirmantle r™Igrimordial de la dZficienceen
hepcidinedansles souriskO Usf2 pour les perturbationslu mZtabolismelu fer. De plus, ce
phZnotypeestobservZdansles sourisKkO Hepclalorsqu®lepc2estexprimZdansle foie ce
qui montrequOHepcadegpascapablede compenselOabsenaOHepcpourla rZgulationdu
mZtabolismelu fer. En accordaveclOabsenadOanomaliede rZpartitiondu fer observZelans
les souris TTR-Hepcq234], cesrZsultatssuggerentquOHepchOespas essentiel” la
rZgulationdu mZtabolismedu fer. La dZmonstratiordirecte de cette hypotheseviendrade
|OZtude des souris K@pc2 en cours de rZalisation dans le laboratoire.

La surchargemassivedu fer associZé la dZficienceenfer desmacrophagedansles
sourisHepck/- estsimilaire ~ celle observZedansles souris KO Hjv dont les niveaux
dOhepcidindéZpatiquessont tres bas[158,287]. Ces modesles murins dQinvalidatiorde
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IOhepcidinet de IOhZmojuvZlineeproduisentes anomaliesdu mZtabolismelu fer observZes
chezles patientsavecune surchargeen fer massiveet prZcoce De fason intZressantdes
souris Hepcl-/- ont une accumulationdu fer prZfZrentiellementwtour des veines
centrolobulairesCetteaccumulatiorde fer centrolobulaireestZgalementetrouvZedansles
sourisKO Usf2 jeunes,suggZranguQelleestliZe ~ [OabsencdOhepcidindansles souris
(rZsultatsnon publiZs).ll estdifficile de dZterminersi cettezonationde la surchargemartiale
estretrouvZechez les patientsporteursde mutationdu gene HAMP car, dOungart, ces
patientssontrares,et, dOautreart, il faut pour celafaire unebiopsiede foie du patient”™ un
stadeprZcocede la maladie.Mattheset al. rapportentoutefoisquela siur de 24 ansdOun
patientpropositusqui possedecommelui IQallslemutZdu gene HAMP (mutationdansla
rZgion50-UTRrZantun nouveausite AUG dedZbutdetraduction)”™ 10Ztahomozygotemais
pasde signescliniquesZvidentsa unesurchargeen fer hZpatiquemodZrZerZdominanten
pZriportal[246] Dansles sourisKO Hjv[158] et les patientsporteursde mutationsdansce
gene[171] la surchargeen fer semblepZriportaleplut™tue centrolobulaireOn peutpenser
que cettediffZrenceentreles sourisKkO Hepcletlessituationsos IOhZmojuvZlineOespas
produite est due au fait que lorsqueHJV est mutZ, |Oexpressiodu gene hepcidineest
fortementrZprimZemaisde IOhepcidinestquandmeme prZsentenfaible quantitZalorsque
dansnossouris,HepclesttotalementbsentAinsi IOhepcidinseraitcapablememe prZsente
en faible quantitZ, dOinfluencer la rZpartition du fer de IQorganisme.

Afin de comprendrdes mZcanismesnis en jeu dansla zonationde la surcharge
martialenousenvisageonsOZtudida localisationdesprotZinesmpliquZesdansla rZgulation
et le transportdu fer deshZpatocytesPeude donnZesxistenten effet sur une Zventuelle
zonationdesprotZineslu mZtabolismelu fer. Niederkofleret al.[287] ont ZtudiZIOexpression
de Hjv dansle foie en analysantiOexpressiodu gene LacZ insZrZpar recombinaison
homologuedansla sZquenceodantedu gene Hjv et ont montrZque ce gene estexprimZpar
les hZpatocytepZriportauxZhanget al.[407] ont ZgalemeninontrZquele gene codantpour
la ferroportineestexprimZprZfZrentiellemenpar les hZpatocytepZriportaux.Nous avons
ZtudiZIOexpressiodes genes hepcidinepar hybridationin situ et des premiersrZsultats
montrentque cesgenessontexprimZsdansles hZpatocytesituZsdansdeszonesZloignZes
desvaisseauXM. Bennouret D.Q. Lou, rZsultatsion publiZsdu laboratoire) en accordavec
le signalhepcidinedZtectdar hybridationin situ dansles sourissauvagepar Niederkofleret
al.[287].

Enfin, IOaccumulatiograduellemassivedu fer dansle foie dessouriskO Hepclentre
2 mois et 8 mois suggerequelOhepcidinestle rZgulateur-cldu mZtabolismelu fer et quOen
sonabsenceil ne semblepasy avoir de mZcanismeapablede freiner la surchargeen fer.
Ceci contrasteavecce qui estobservZdansles souriskO Hfe qui voientleur fer hZpatique
atteindre un plateau avec I0%.ge liZ ~ une perte de IOhyperabsorption intestinale du fer[5].

Le modele KO Hepclestun modele viable dOZtudde IOhepcidingui nouspermettra
par la suite, par comparaisoravecles sourisinductiblesHepc1370] (voir C!Article 3!E),
dOidentifietes ciblesde IOhepcidineCe modele nousserviraZgalement Zvaluerle r™lae
IOhepcidine dans des situations subphysiologiques comme IQinflammation ou IOhypoxie.
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Discussion

RZgulation par le fer de IOhepcidine via HFE, RTf2 et HJV

$ Expression basale du(des) gene(s) hepcidine en absence de HFE, RTf2 et HIV

NousavonsmontrZque les geneshepcidinesontexprimZsde fason inappropriZeau
regardde la surchargeen fer dansles souris KO Hfe[284] (voir C!Article 1!E). DOautres
Zquipeont dZcritle meme phZnomené la fois chezla souriskO Hfe[3, 30, 269] et chezles
patientsatteintsdOhZmochromatosE-dZpendante[30,16, 185, 275]. De meme, dansles
modeslesdOhZmochromatokge ~ RTf2, les taux dOhepcidinsontdiminuZs[180278] ou
identiques[381par rapportaux contr™le<€Enfin, dansles hZmochromatosesZveresliZes”
HJV, lestaux dOhepcidingonttres faibles,voire indZtectabld458, 287,297]. 1l sembledonc
que lorsqueHFE, TFR20uHJV est mutZ, la rZponse de IOhepcidine au fer est altZrZe.

CesrZsultatoontamenZ reconsidZrele r™lale HFE dansle mZtabolismelu fer et”
Zclaircirle r'Mlale RTf2 enreplasantle centrede rZgulationdu mZtabolismelu fer nonpasau
niveaude la crypte (voir C!Modelede la crypte!E)mais au niveaudu foie. Frazeret al. ont
alors proposZun modele dOactiorde HFE et RTf2 ~ la surfacede IOhZpatocytpour la
rZgulation de IOhepcidi(féigure 47)106]. Ce modele est basZ!:

- sur la capacitZ de HFE de se lier ~ RTf1 au site de liaison de la Tf!;

- surlOinductiordu(des)gene(s) hepcidinelorsqueHFE estlibre ~ la surfacede
IOhZpatocytet sur le fait que RTf1 peutainsi lier IOholoTfet IQinternalisepar
endocytose!;

- sur IOinduction du(des) gene(s) hepcidine apres interaction de RTf2 avec IOholoTf!;

- surle fait quelesbesoinsenfer delOorganismsontreflZtZsparla saturatiorde la
transferrine circulante.

Ainsi, selonce modsle, lorsquela saturatiordela transferrineenfer estZlevZeFigure
47C), IOholoTfsefixe sur RTfl et RTf2. HFE qui estlibre " la surfacede IOhZpatocytet
RTf2-holoTfinduiraientalorsiOexpressiotie IOhepcidineés [Oinverseen casde dZficienceen
fer (Figure 47B), la saturationde la transferrineestbasse|OholoTfie faiblementRTf1 qui
interagit alors avec HFE, et peu dOholoTfe fixe sur RTf2. Les signauxinducteurssont
rZprimZspeudOhepcidinestproduite.De fait quandHFE estmutZmaisquela quantitZde
RTf2 nOegpasaffectZede IOhepcidinestproduitepar IOhZpatocyt& IQinversdprsquedes
patientssontmutZspour le gene TFR2 maisque HFE estintact, on dZtectede IOhepcidine
danslOhZpatocyt&n revanche)orsqueles deuxgenes TFR2et HFE sontmutZschezdes
patients(mutation” 10Ztahomozygotepour TFR2 et mutation hZtZrozygoteeomposite
C282Y/H63Dpour HFE), ceux-ciprZsentenalorsunehZmochromatoseZvereprobablement
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associZ€ une diminution importantede IOexpressiodu gene hepcidiné[309]. Cette
hypothesenOgasencoreZtZtestZechezla souris,il seraiten effet intZressanttOZvaludes
niveauxdOhepcidindansdessouriscontenantlesquantitZsvariablesdesprotZinesHfe ou
RTf2 (sourisHfe-/- Tfr2+/-, sourisTfr2-/- Hfe+/- et sourisHfe-/- Tfr2-/-) et de corrZlerla
quantitZ dOhepcidine " la surcharge en fer des souris.

Figure 3-" Mod%le de r$gulation de l#hepcidine par HFE&RTf+&RTf! et la Tf au niveau de
l#h$patocyte

LOimportancdOurautresignalquela saturatiorde la Tf reflZtantles besoinsenfer de
IOorganismée RTf1 soluble,arZcemmenttZrelevZeparlOZquipde H. Fuch$61]. Fuchset
al. ont montrZ que la quantitZde RTfs ne dZpendaitpas uniquementde |QactivitZ
ZrythropoeZtique[160hais quelOholoTZtaitcapablede diminuerde fason dose-dZpendante
la libZrationde RTfs[61]. Il a ZtZmontrZpar ailleursquele RTfs peutselier, commeRTf1, "
HFE[213]. On peutalors ZmettrelOhypotheseuivante!lorsquelOorganismesten Ztatde
dZficienceenfer, plusde RTfs estlibZrZde la surfacedescellulesdansle sZrumLe RTfs se
lie ensuite ~ HFE au niveau de IOhZpatocyte, rZprimant IOexpression du(des) gene(s) hepcidine

% Les auteursde cet article ont dosZla pro-hepcidinesZriquechezcespatientset nOonpastrouvZde
diffZrencesentreles patientsprZsentantinehZmochromatossZvereet les deuxpatientsmutZs™ |a fois pourles
genes TFR2 et HFE. Toutefois,les auteursrestentprudentssur la validation de ce dosagede pro-hepcidine
sZrique et proposent que IOhepcidine mature est fortement diminuZe chez ces patients.
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Concernanta rZgulationde IOhepcidingar IOhZmojuvZlinglestravauxrZcentsont
permis dOavancedes hypotheses.Comme les autres protZinesde la famille RGM,
IOhZmojuvZlinmembranaireseraitcapabledOinteragiavecla nZogZninet cetteinteraction
sembleimportantepour IOaccumulatiodu fer liZe” la prZsencelOhZmojuvZliriela surface
cellulaire[408].De plus, la mutationla plus souventretrouvZeparmi les patientsatteints
dOhZmochromatogevZnile, la mutation G320V, empsche IQinteractiorentre HJV et
nZogZninet IOaccumulatiodu fer dansla cellule[408] Toutefois,|OabsencdOaccumulation
du fer observZeobservZepar Zhanget al. lorsqueHJV(G320V) est surexprimZdansdes
cellulesestsurprenantguisquelOorobserveune surchargeen fer deshZpatocyteshezles
patientsporteursde la mutation.Le r™lgle HJV dansle transportde fer restedonc” Zlucider.
La nZogZnineest capabledQinteragiavec une grandevariZtZde ligands[245] on peut
supposemlors que,dansle foie, de tels ligandspuissentexisteret Zventuellementnoduler
|QinteractiotdJV-nZogZnineDes travauxmenZspar |OZquipele T. Ganzen collaboration
avecla sociZtZXenongeneticsont par ailleurs mis en Zvidenceun r™lemajeurde la forme
solubledOHJWansla rZgulationde IOhepcidine[230]ls ont observZa diminution de la
quantitZde formessolublesprZsenteslansle surnageantle culturede lignZeshZpatiquegn
prZsencele fer. De fason surprenantealorsquelOinactivatiompar siRNA de IOhZmojuvZiine
entra’neune diminution destaux dOARNmhepcidine,le traitementde cescellulespar la
forme solubledOHJVentra’neZgalementa diminution destaux dOhepcidind.es auteurs
proposentun modele dOactiorde IOhZmojuvZlinpour rZgulerle gene hepcidinefaisant
intervenir les deux formes dOHB\gure 48)basZ sur les hypotheses suivahtes

- la forme membranaire entra’ne IQinduction de IOhepcidine!;

- la forme solublerZprimelOexpressiodu(des)gene(s) hepcidineet saquantitZest
diminuZe en prZsence de fer.

Il sembleraiguOesituationde surchargeenfer (Figure48C), la forme solubleestpas
ou peu produite. Le signalinducteurprovoquZpar la prZsencalOHJVimembranair€ la
surfacedeshZpatocytegntra’neraiglorsune productionimportantedOhepcidind.a sociZtZ
Xenongeneticsqui a participZ” 10Ztudsur la rZgulationde IOhepcidingar la forme soluble
de IOhZmojuvZlinenvisagedOutilisecelle-ciafin de diminuerles taux dOhepcidinsouvent
trop ZlevZs chez les patients atteints dOanZmie chronique inflammatoire.
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Figure 38" Mod%lede r$gulation de l#hepcidinepar HJV au niveau de l#h$patocyte

Cesmodelesde rZgulationde IOhepcidinpar HFE/RTf2 et HJV semblentcoexister
danslOorganismél, restedonc” dZterminesOikexisteuneinterrelationentreles deuxtypes
de rZgulation!:existe-t-il une interactionmolZculaireentre HFE, RTf2 et HJV ou entreles
Zventuellesvoies de signalisationintracellulairesmZdiZespar ces protZines!De plus,
|OabsencgOhZmojuvZlinentra’neune diminution drastiquelOhepcidine;ontrairement ce
quelOorobserveenabsencele HFE ou RTf2. Danscecas,” quoi estduela prZdominancelu
signal mZdiZ par HJV par rapport " celui mZdiZ par HFE et RTf2!?

$ Quelleforme de fer et quel type cellulaire sontimpliquZsdans|OQinductiorde
|Ohepcidine!?

Les modelesde rZgulationde IOhepcidineroposZsie font intervenirquOurseultype
cellulaire,I®OhZpatocyt@r nousavonsvu queles hZpatocytegn culturene sontpascapables
dereproduirdOinductiomarle fer de[OhepcidinestrouvZen vivo. DesexpZriencestilisant
diversesdroguespour dZplZtedessourisde leurs macrophagesZpatiquesnt montrZque
ceux-ci ne semblentpas avoir de r™leessentieldans la rZgulation par le fer de
|IOhepcidine[23267,353]. NZanmoinsMakui et al.[242] proposenun r™|ele rZgulationde
|IOhepcidinar la protZineHfe produitepar desmacrophagedZrivZsde moelle osseuseEn
effet, lorsquecesauteursont unetransplantatiorde moelle osseuse&le sourissauvage des
sourisHfe-/- ayantsubiuneirradiation|Ztale,la quantitZdOhepcidinproduitepar le foie des
sourisHfe-/- est augmentZe et les niveaux de fer hZpatique sont diminuZs[242].
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Il reste” dZterminersi dOautreypescellulairesprZsentsiansle foie, commeles
cellulesendothZlialespourraienttre impliquZesdanscetterZgulation Pourcelaon pourrait
co-cultiver des hZpatocytesavec des cellules endothZlialesafin de testerla capacitZdes
hZpatocytesganscesconditions,” augmenteteur quantitZdOhepcidinapres traitement™
diffZrentes formes de fer.

Se poseZgalementa questionde savoir quelle forme de fer estcapabledOinduire
IOhepcidina vivo. Deuxformesde fer sontprZsentedansle sZrumje fer liZ "~ la Tf etle fer
nonliZ ~ la Tf, NTBI. Cedernier,en quantitZphysiologiquefaible, estdifficile ~ doser.Le
LPI est une composantedu NTBI qui reprZsentde fer rZactif et chZlatableet serait
responsabldesdysfonctionsorganiquesbservZetors dessurchargegnfer. [I semblequela
composanteestantede NTBI est formZede fer ferreux complexZ,par exemple,” de
|Oascorbateu desions sulfates.LOZquipée Z. |. Cabantchika rZcemmentiZveloppAes
sondedluorescentesafin dOZvaludes quantitZgle LPI (Labile Plasmaron) prZsentslansle
sZrum[29]ou dansdescellules[126] Cette Zquipea pu dZterminemuele LPI ZtaitprZsent
dansle sZrumde patientsatteints dOhZmochromatoseant que la saturationde la Tf
nOatteignd.00%[212]. Le LPI pourrait rentrer librement dansla cellule et/ou par un
transporteumembranairgel que DMT1, contrairement IOholoTfqui entredansla cellule
apresendocytosalu complexeTf-RTf. On peutdoncsedemandesi cesdeuxformesde fer
agissentdiffZremmenturOexpressiodu(des)gene(s) hepcidine.On ne sait pasnon plus i
IGinductionpar le fer de IOhepcidingassepar la diminution de IQactivitZdes IRP de
IOhZpatocyte (et/ou des macrophages, voir plus haut).

$ Inductionparle fer delOexpressioiesgeneshepcidineen absenceale Hfe, RTf2
ou Hjv

LOexpressiotu(des)genes(s)hepcidinesemblealtZrZedansles modslesde dZficience
en HFE, RTf2 et HJV. PlusieursZquipesont Zgalementvoulu savoir si la quantitZ
dOhepcidineinappropriZedans ces modeles, pouvait tout de meme augmenterapres
stimulationpar diffZrentesformesde fer. Deux Zquipesont montrZque dessourisKO Hfe
ayantreeu un rZgimeriche enfer[3] ou uneinjection de fer dextrari269], ne voient pasleur
quantitZde transcritshZpatiquesle IOhepcidinaugmenterCesrZsultatscontrastenavecde
rZcenteZtudesqui montrentque chezles patientsatteintsdOHHet dansle modele Hfe-/-,
IOhepcidingardeunecertainecapacitZie rZponseufer. Gehrkeet al.[117], ont ZtudiZcette
questionen sZparantlespatientshZmochromatosiqueselonleur surchargehZpatiquesn fer
et ont pu montrerqueplus les patientsZtaientsurchargZglusils produisaientle IOhepcidine
dansle foie. Ils ont retrouvZle meme rZsultatdansle modsle murin Hfe-/-[117]. De meme,
Ludwiczeket al. observenigue dessourisHfe-/- traitZespar un rZgimeriche ou un rZgime
pauvreen fer voient leur taux de transcritshZpatiquesepcidineaugmentZsu diminuZs
respectivement[238l.es divergence®ntreles observationgaitespar Ludwiczeket al.[238]
et cellesde Ahmadet al.[3] peuventtre liZesaufond gZnZtiquelessourisutilisZes(C57/129
et AKR respectivementdu” I0%ogiessouris.En effet, Ahmadet al. ont montrZquedansun
meme modele KO Hfe, les taux hZpatiquesiOARNmhepcidinede sourisKO Hfe de 4
semaine<taientdiminuZspar rapportaux souriscontr™|ealors que, dansles sourisde 8
semainesles taux dOARNmhepcidinehZpatiqueslessourisKO Hfe ZtaientnormalisZs[3].
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LOaugmentatiode IOhepcidin@lansles souris KO Hfe et les patientsatteintsdOHHen
fonctiondu fer suggereun r™leémportantdOHFElanslOexpressiopasalede IOhepcidineais
ZgalementguOesonabsencelOhepcidinesttoujourscapabledOstraZgulZepar le fer. Cette
rZgulationpersistantade IOhepcidinehezles sourisHfe-/- pourraitexpliquerlOobservation
dOuneorrecteaugmentatiorde IQabsorptiomtestinalelors dOunZgimepauvreen fer[5] ou
en situation dOhypoxie[202] faite dans ce modele par dOautres Zquipes.

Enrevanchedansles sourisdZficientesen RTf2 (KI TfR2portantla mutationY245X
homologuede la mutationhumaineY250X)[180] et KO Hjv[287], IOhepcidineerZpondplus
" uneaugmentatiomu fer parinjectiondefer dextran.ll sembledoncqueRTf2 etHJV soient
indispensables la rZgulationdu fer (entout casaufer dZlivrZsousforme de fer dextran)de
IOhepcidine chez la souris.

11€



Mode dOaction de IOhepcidine

$ Hepcidine et ferroportine

Dansun modele in vitro exprimantun transgenecodantpour la ferroportine,Nemeth
et al. montrentune interactiondirectede la ferroportineavec de IOhepcidinsynthZtique
radiomarquZet dZmontrentjue cetteinteractioninduit IQinternalisatiode la ferroportineet
sadZgradatiordansle systemelysosomal[277] CesrZsultatont ensuiteZtZconfirmZsdans
dOautresonditionsin vitro[77, 190] et notammentsur la ferroportine endogene de
macrophagesiZrivZsde moelle osseuse[66]In vivo, nous avonstrouvZ quOun@bsence
dOhepcidindansles sourisKkO Usf2 entra’naitune augmentatiorde la ferroportinedansle
duodZnumJe foie et la ratg369] (voir C!Article 2!E) et, quOTQinversela surproduction
dOhepcidindansnos sourisinductiblesHfe-/- ZtaitaccompagnZedOunaliminution de la
ferroportinedanscestrois organef370] (voir C!Article3!E).Ainsi, IOensemblde cesrZsultats
permet-ilde proposerune bouclede rZgulationassurante contr™|ele IOhomZostasi fer
(Figure49). LOexceslefer induit IOexpressiotiu gene hepcidine hepcidinequi, sZcrZtZdans
la circulation,va agir surlOabsorptiomtestinaleet le relargagedu fer eninhibantlOexporte
fer de IOentZrocytet du macrophageia la dZgradatiorde la ferroportinedanscescellules.
LOZrythropoeesqui doit stre maintenuepour produire suffisammentde globulesrouges,
pompealorssurlesrZservegnfer ce qui conduitpeu” peu” dZplZtecelles-ciet” rZtablirun
ZtatdOZquilibrel reste”™ dZterminede devenirde IOhepcidinapres liaison de celle-ci” la
ferroportine.On peutse demandeen effet, si IOhepcidinestdZgradZavecla ferroportine
dansle lysosomesi elle interagitavecdOautresiolZcules 10intZrieudela celluleou si elle
est recyclZe vers la circulation.

Le mZcanismedZcrit par Nemeth et al. ne met en jeu quOuneZgulationpost-
traductionnellesur la stabilitZ et la localisationde la ferroportine.Or, il a ZtZmontrZ,
notammentpar IOZquipele Greg Anderson,quOuneaugmentatioret une diminution de
|IOhepcidineOaccompagnai®undiminution[8] et dOunaugmentation[105108] respectives
desquantitZsdOARNNde la ferroportinedansle duodZnumAinsi, on peutse demandesi
|IOhepcidinae pourraitpasZgalementontr ™|ela ferroportineen agissansurla transcription
du gene ou la stabilitZ de IDARNm de la ferroportine.



Figure 39" Mod%lede r$gulation via l#hepcidineet la ferroportine

Lessignaux r$gulateurs seraient int$gr$s au niveau du foie par HFE&RTf+et;ou HIV pour commander
la synth%sede I#hepcidine (!)" Celle'ci&d$vers$e dans le sang&agit au niveau du duod$num sur
l#ent$rocyte et le macrophage en internalisant et d$gradant la ferroportine pour diminuer l#absorption
et le recyclage du fer (+)&respectivement&entraSnant une diminution du fer plasmatique (0)" Cette
diminution du fer plasmatique r$gule n$gativement en retour la production de l#hepcidinepar le foie

@)

$ R™le de IOIRE de IDARNm ferroportine

On pourraitZgalemenenvisageun r™lgraductionnede IOhepcidinsur le 50-IREle
IOARNMdela ferroportine Dansce cas,la diminution de la ferroportinepar IOhepcidinserait
due” une augmentatiorde IQactivitZdes IRP directementou via une diminution du fer
intracellulaire(voir C!SystemeRP/IRE!E).NZanmoinssi IOIREde la ferroportinesemble
fonctionnelin vitro[239], in vivo, les taux de ferroportinene semblentpasetre dZpendants
dOuneZgulationpar le fer intracellulairevia les IRP. En effet, dansle duodZnundessouris
mutantessla, dontles entZrocytesontsurchargZenfer suite™ unemutationdu gene codant
pourIOhZphaestinkes quantitZgle ferroportinene sontpasdiminuZegar lOaccumulatiodu
fer danslOentZrocytmaisaugmentZ¢43]. De meme, dessourisayantresu un bolusde fer
danslOintestirentra’nant®accumulatiode ferritine dansiOentZrocyteyOonpasplus de
ferroportine” la membranebasolatZral@e leurs entZrocytesjue dessouriscontr™les[107]
NousavonsZgalemeninontrZque,dansle foie de souristraitZesparun rZgimeriche enfer, la
protZineferroportinenOespas prZsenteen plus grandequantitZ[369](voir C!Article 2!E,
Figure 39.
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Il a ZtZmontrZrZcemmentjue destranscritsferroportinene prZsentanpas dOIRE
sontsprZsentslansdes prZcurseurgrythroedes[50]De tels transcritsont ZgalemenZtZ
trouvZsdansle foie de souris Pcm (pour PolycythZmique)[263]. Enfin, des rZsultats
prZliminairesdu laboratoireont permisde mettreen Zvidencda prZsencele transcritssans
IRE de la ferroportine dansle foie et le duodZnumde souris sauvagesG. Nicolas,
communicationgpersonnellesion publiZes).LOensemblde cesrZsultatssuggerentquOil
pourraity avoir un autresite de dZbutde transcriptiondansle promoteurde la ferroportine
conduisanf la formationde cestranscritssansIRE (Figure 50). La prZsencele transcrits
ferroportinesansiRE et|Oabsenage rZgulationin vivo parles quantitZsle fer intracellulaire
suggerentque desmodulationsdu systemelRP/IRE nOauraierque peudQinfluencsur les
quantitZs de ferroportine dans le duodZnum et le foie.

Figure 4:" G$n$ration de transcrits sans IRE de la ferroportine

Partie 4#du g%nede la ferroportine chezla souris"Lesfl%chesnoires repr$sentent les sites de d$but de
transcription entra5nant la production des ARN ferroportine portant #IRE'En rouge&sont indiqu$s les
diff$rents sites de d$but de transcription qui entraSnent la production d#ARNmqui ne contiennent pas
d#IREdans leur partie 4#UTRrouv$s dans le foie de souris mutantes Pcmi' La présencepotentielle d#un
promoteur suppl$mentaire fonctionnel et d#undeuxi%mesite de d$but de traduction est indiqu$e en
rose" Pcmdeletion : microd$I$tion de 48 pb retrouv$e dans les souris Pcm”

Dansles macrophages| estdifficile dOZvaluesOilexisteunerZgulationdesniveaux
de ferroportine par IOIREpuisquOombserveune augmentatiori la fois de la quantitZ
dOARNnet de protZinederroportineapres traitementdesmacrophagepar du fer[189, 401].
DestranscritssansIRE de la ferroportineont ZtZdZtectZsn tres faible quantitZdansces
cellules (C. Delaby et F. Canonne-Hergaux, communications personnelles non publiZes).

LOensembige cesrZsultatsuggerentgue,suivantla quantitZde transcritsferroportine
portantou non IOIREet suivantla force dessignauxtranscriptionnelson peutconcevoirdes
rZgulations tres diffZrentes dOun tissu ~ IQautre.

$ R™]e des modifications post-traductionnelles de la ferroportine

Enfin, nousavonsobservZassociZ la stabilisationde la protZine unediffZrencede
poidsmolZculaireapparenentrela ferroportineprZsentelansla ratede souriscontr™lest la
ferroportine dZtectZedans la rate des souris KO Usf2[369] (voir C!Article 2!E). Ces
diffZrencesde poids molZculairesapparentspourraientreflZter des modifications post-
traductionnellespparueen absenca&lOhepcidindansles sourisKkO Usf2 DOautre£quipes

) * CessourisPcmont ZtZgZnZrZeparirradiationset IOZtudpar clonagepositionnelarZvZida prZsence
dOune microdZIZtion de 58 pb dans le promoteur de la ferroportine.
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ontmontrZquela ferroportineZtaitglycosylZen vivo dansle foie, la rateetle duodZnum[37,
311]. La ferroportinecontientZgalemenplusieurssitespotentielsde phosphorylatior(Figure
40). Afin de dZterminersi IOhepcidinest capablede modifier la glycosylationou la
phosphorylatiorde la ferroportine,on pourrapar exempletraiter desextraitscellulairesde
sourisinductiblesou de souriskO Hepclavecdesendoglycosidasesu rZvZleda prZsencele
sZrineou thrZoninephosphorylZeparwesterrblot ~ partir de cesextraitscellulairesavecdes
anticorpsspZcifiquesll estintZressantle noter que, dansnotre ZtudedessourisKO Usf2,
seulela ferroportinede la rate sembleavoir subidesmodificationspost-traductionnelleOn
peutdoncimaginerquela ferroportinenOespasrZgulZede la meme fason en fonction des
tissus.

$ Autres cibles molZculaires de IOhepcidine

DansnossouriskO Usf2 nousavonsvu quelOabsenc#OhepcidinétaitassociZeon
seulemenf uneaugmentatiorde la ferroportinedansle foie, le duodZnunet la rate mais
Zgalementue DMT1 et Dcytb dansle duodZnunet la cZruloplasminelansle foie voyaient
leur quantitZmodifiZedanscessouris[369](voir C!Article2!E).CesrZsultatssuggerentque
|IOhepcidingourrait avoir dOautresibles molZculairesque la ferroportine soit de fason
directe,soit de fason indirectesuite” IOaugmentatiodu fer intracellulaireprovoquZearla
dZgradatiorde la ferroportine,soit, enfin, via une voie de transductionencoreinconnue
(existencedOurautrerZcepteuruela ferroportine! ?) PourtestercesdiffZrenteshypotheses,
on pourrait ZtudierlOeffede IOhepcidinelansles sourisdZIZtZesle fason tissu spZcifique
pour le gene ferroportinechezla souris.En effet, si IOapporttOhepcidinaOentra’neasde
modificationsdu mZtabolismelu fer de cessouris,on peutpenserquelOhepcidineOexerce
pas dOaction directe sur dOautres cibles molZculaires.

De plus, il reste” dZterminepour chaquemolZculesi la transcriptionJa stabilitZdes
ARN, leur traductibilitZ,la stabilitZ des protZinessont modifiZes.ll seraparticulisrement
intZressantdOZtudidOactivitAlesIRP en prZsenceu en absencalOhepcidineCe systeme
permeten effet de contr™leles quantitZsiOumrandnombrede molZculesmpliquZesdansle
mZtabolismedu fer. En particulier,IOaugmentatiotie DMT1 dansle duodZnundessouris
KO UsfZ369] (voir C!Article2!E)pourraitsefaire via uneaugmentatiomle |Oactivit&lesIRP.
Afin de dZterminersi la prZsencelesIRP estimpliquZedanslOactiorhyposidZrZmiantde
IOhepcidinen pourra,parexemple regardeisi IOeffehyposidZrZmiargstretrouvZorsquOon
apportede |Ohepcidiné dessouriskO Irp. LOabsendetaledOlIrpZtantembryonnairdZtale,
il faudrait pour cela utiliser les souris dZveloppZepar I0Zquipale M. W. Hentze qui
permettenta dZIZtionconditionnelledesgenesirpl etIrp2 dansdestissusspZcifiquesAvec
la possibilitZ maintenantdOavoirde IOhepcidinesynthZtiqueou recombinanteon peut
Zgalementtester sur des modeles cellulaires de types intestinale, hZpatocytaireou
macrophagiquelgs effetsde IOhepcidineur les transportsde fer ou IOexpressiodesgenes
apres invalidation fonctionnelle par siRNA de molZcules candidates (voir C!Perspectives!E).

Enfin, en plus dOunapprochegene candidat|OZtudde IOexpressiodiffZrentiellede
genespar microarrays(lron Chip dZveloppZ@ar M. Muckenthaleou puceAffimetrix) ainsi
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quelOZtudeesprotZomessur les sourisinductibleset les sourisKO Hepclpermettrapeut-
«tre dOidentifier de nouvelles cibles molZculaires de IOhepcidine.

La prZsencelOuneonationparticuliere dela surchargesnfer en absencelOhepcidine

(voir C!RZsultatsomplZmentaires!Buggerentque, dansle foie, la zonationdesmolZcules
impliquZesdansle mZtabolismedu fer pourraitjouer un r™leCettenotion estnouvelleet
mZrite une Ztude approfondie par des mZthodesclassiquesdOhybridatiorin situ et
immunohistochimiesurdescoupesiefoie afin de dZterminefa localisationde cesmolZcules.
On pourraZgalemenmesuretes ARNm et protZinesontenusiansdespopulationdistinctes
dOhZpatocyteriportauxou centrolobulairesZparZepar perfusionsZquentiell@u foie ou
microdissectionlaser. La zonation des molZculesdu mZtabolismedu fer dansle foie
apporterait un niveau de rZgulation supplZmentaire de IOhomZostasie du fer.

$ Hepcidine thZrapeutigue, test de sa bioactivitZ

La difficultZ pour Ztudierle modedQactiode IOhepcidineZsidedansla difficultZ de
produiredesanticorpsdirigZscontrece peptidetrss conservalansles espsces[186]Chezla
souris,les seulsanticorpsdisponiblesne reconnaissemjuela pro-hepciding200, 382]. Chez
IOhommenn ne disposeque dOanticorpdZtectanta forme urinaire du peptidematurece qui
limite leur utilisation pour Ztudier le mode dOaction de IOhepcidine.

LOautralifficultZ estde pouvoir produirede IOhepcidindontIQactivitstprZservZe.
En effet, la formationdesquatrepontsdisulfuredu peptidematuredontun impliquantdeux
cystZinesadjacente®stdifficile ~ obtenir par desmZthodeslassiquesiOoxydationCOest
pourquoinousavonscrZZun modsle de souristransgZniquemductibleshepcidine modsle se
rapprochante plus de la syntheseendogenedOhepcidinddOautreZquipesont entreprisde
produirede IOhepcidineynthZtiqueou recombinanteu bien encorede produiredesmilieux
conditionnZsenrichisen hepcidine(par exemple desmilieux de culture provenante clones
stablessurexprimantOhepcidineUne fois IOhepcidineroduite,se posealorsla questionde
savoir si celle-ci est fonctionnelle.

Plusieurstestsde |Oactivitdle IOhepcidineontutilisZsactuellementTout dDabordn
peuttesterlOhepcidin@our sonactivitZ antimicrobiennen vitro en Ztudianta croissancele
diffZrentstypesde pathogenesen prZsencaelOhepcidini@95, 299, 383, 409]. Mais si IOon
sOintZressair™Iale IOhepcidindansle mZtabolismelu fer, ce testnOespasadaptzar, les
deux activitZs,antimicrobiennet rZgulationdu mZtabolismelu fer, semblentdissociZes.
Ainsi, le peptidematurede 20 acidesaminZsqui a la meme activitZ antimicrobiennequele
peptidede 25 acidesaminZs[299hOgas,commenousallonsle voir, dDactivithiologique
liZe au mZtabolisme du fer dans un systeme cellulaire et in vivo[279(FEglife 51)

Deux tests qui tiennent compte du r™lede IOhepcidinecomme rZgulateurdu
mZtabolismelu fer ont ZtZmis au point in vitro etin vivo. In vitro, le testconsiste” faire
surexprimerde la ferroportinecouplZe™ la GFP dansdes cellules et dOobserveaprss
traitement’ IOhepcidinsi le signal GFPestdiminuZet si la ferritine estaugmentZsuite” la
dZgradatiome la ferroportineparIOhepcidine[277Enfin, in vivo, on peutfaire uneinjection
intrapZritonZalelOhepcidinet testersi le fer sZriquedessourisinjectZesdliminueau boutde
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quelquesheures[321]Le choix du testutilisZ pour vZrifier la fonctionnalitZde IOhepcidinest
important,commele montreune ZtuderZcentede Nemethet al.[279]. Les auteursde cet
article ont synthZtisAliffZrentesformesdOhepcidinpuis les ont testZesn vitro et in vivo
pour dZtermineteur bioactivitZ(Figure51). Ainsi, ils ont pu montrerquedespeptides(dont
le premierou le troisisme pontdisulfureestmodifiZ) qui diminuaientde fason significativele
signalGFP portZparla ferroportinein vitro nOZtaiemascapablesyunefois injectZsdansune
souris,dediminuersignificativemente fer sZrique(Figure51, peptidesappelZ<7A/C23Aet
C15A/C29A). Les auteurspensentque |IOabsencdOurpont disulfure pourrait altZrerla
stabilitZde la protZinein vivo. On peutZgalemenpenseruOikxistedOautregartenaire®u
rZgulations dans IOorganisme entier qui ne sont pas reproduits dans le test in vitro utilisZ.

Figure 4!" R$sum$ des effets de mutations de #hepcidinesur la fonction de #hepcidinein vitro
et in vivo

A gauche sont repr$sent$esles hepcidines synth$tis$es et les modifications g$n$r$es"A droite&sont
indiqu$es le pourcentage d#activit$ de ces hepcidines in vitro et in vivo par rapport / l#activit$ du
peptide mature de +4 acides amin$s fix$ / I::F" ND : non d$termin$"

Parmiles hepcidinesproduitespar les diffZrentslaboratoiresou commercialisZes,
seules les formes synthZtisZear le laboratoire de T. GanZ4277] et IOhepcidine
commercialisZg@ar Peptidelnternational[66,77, 190] sontcapablesie dZgradein vitro la
ferroportine. De plus, ces deux formes dOhepcidinesont capablesdOavoirune action
hyposidZrZmiante vivo([321] et D.Q. Lou, rZsultatsiu laboratoirenon publiZsobtenusavec
IOhepcidine commercialisZe par Peptide international).
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Perspectives et Conclusion

Si IOactiorphysiologiquede IOhepcidinest maintenantien Ztablie(inhibition des
mouvementslefer ~ traverslOentZrocytée macrophaget probablemenle placenta)groece
|OZtudee modelesmurins physiopathologiquesn conna’tencoretres peude chosesmis "
partlOZIZgan@monstrationle la dZgradatiomle la ferroportine surlesmZcanismedOaction
de IOhepcidineau niveau molZculaire.De meme, sQilpara”tacquis que les protZines
impliquZesdanslOhZmochromtoselFE, RTf2 et HJV, jouentun r™lemportantdansla
rZgulationde IOhepcidindes mZcanismesxactsdOinduction/rZpressioe la rZgulationdu
gene hepcidine,les mZcanismesie production (clivage, sZcrZtion)de cette hormone
dZcouverte il y a cing ans restent encore "~ dZfinir.

Avec la possibilitZmaintenandOavoide IOhepcidineynthZtiqueou recombinantegn
pourra tester sur des modeles cellulaires de types intestinale (CaCo2), hZpatocytaire
(hZpatocyteprimaires,lignZesHepG2,Hep3B,Hepal-6E), macrophagiquémacrophages
diffZrenciZs partir de moelle osseusede monocytescirculants,lignZe RAW264.7,J774,
THP-1E), leseffetsde |Ohepcidinsurlestransportsde fer, IOexpressiodesgenes.On peut
Zgalemenenvisagedetesterle r™lale molZculesiansles effetsde IOhepcidinenfaisantune
invalidation fonctionnelle par siRNA de ces molZcules candidates.

In vivo, I0injectiordOhepcidineadiomarquZe dZj~ permisdOobtenidespremiers
rZsultatssur la clairancede IOhepcidinet sur lestissusciblesdanslesquelssontretrouvZde
peptideradiomarquZle foie, la rateet le duodZnum)LOutilisatiordOhepcidineadiomarquZe
pourrait Zgalemennous permettredOidentifiedOZventuelsartenairesde IOhepcidinen
effectuant un crible ~ partir de sZrum ou de diffZrents extraits cellulaires.

La productiondOanticorpfables reconnaissanthezla souriset chezlOhomméa
forme maturede IOhepcidinelansle sZrumet le foie estabsolumennZcessairafin de
complZternos connaissancesur le mode de clivage, sZcrZtionde |Ohepcidinesur
IOidentification des partenaires de |IOhepcidine endogene.

Nous avonsvu que IOhepcidingransgZniquétait capablede prZvenirlOapparition
dOunsurchargeen fer et de redistribuere fer dansune sourishZmochromatosiqu€O Hfe.
LOappordOhepcidingansles autresnodelesdOhZmochromatodesrZditairesu desmodeles
de surchargeenfer secondairepermettraitde confirmerlOhypothesdu r™lghZrapeutiquee
|IOhepcidindanscesmaladies E 10inversesi IOorarrive ™ produiredesanticorpsbloquant
|OactivitZde IOhepcidineu des agentspermettantde rZprimer son expression,l sera
intZressante les utiliser afin de confirmer le r™lede IOhepcidinelanslOinstallatiordes
anZmieshroniquesnflammatoiressuggZrar diverstravauxde notre laboratoire[282]et
dOautres laboratoires[388].

DanslOattentelu dZveloppementle cesoutils dOZtudede IOhepcidindes modsles
murins dZveloppZpar le laboratoirepermettrontde rZpondre™ beaucoupde questions
concernantettenouvellehormonells resteronZgalementiesmodslesde choix pourvalider
les donnZes obtenues in vitro ou tester in vivo IOefficacitZ de ces nouveaux outils.
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Conclusion

RZgulation du mZtabolisme du fer

Les connaissancesur le mZtabolismelu fer ont considZrablementvoluZau coursde
cesdix dernisresannZesDOurmmodsle de rZgulationsimple faisantintervenirla molZcule
HFE auniveaudu duodZnundit le C!Modslede la crypte!EnoussommegassZs un modele
complexeavecle foie en organecentralde rZgulationet IOhepcidineommehormonedu
mZtabolismelu fer. Dansce modele, le foie agit commeun senseudesbesoinsenfer via les
protZinesHFE, RTf2 et HJV, produisantde IOhepcidinequi, dZversZelansle sang,agit "
distancesur IOentZrocytet le macrophagepour produire son effet hyposidZrZmianpar
inhibition de la ferroportine (Figure 52). La dZcouvertedu rZseaude protZines
hZmochromatosiquest de IOhepcidinapporteun Zclairagenouveausur la physiopathologie
du mZtabolisme du fer et ouvre de nombreuses perspectives de diagnostique et thZrapeutique.

Figure 4+" R$gulation systdmique du fer : mod%le de la crypte et mod%le de r$gulation par
I#hepcidine
A" mod%le de la crypte" B" mod%le de r$gulation par l#hepcidine"
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Hepcidine et thZrapeutique

Les perspectiveshZrapeutiquesuvertespar I0Ztudees effets de IOhepcidinelans
IOHHsontconsidZrablest constituenune Ztapemportantedansle domainedesmaladiesde
IOhomZostasi fer (" la fois dansdessituationsdOinsuffisanceu de surchargejjui touchent
desdizainesde millions de personnesiansle monde.LOutilisationde IOhepcidinege ses
agonistesou de toute substancestimulant sa productiondevrait dansle futur pouvoir
constituer un traitementlogique des surchargesmartiales primaires telles que les
hZmochromatosesCes molZculespourraientaussiestre bZnZfiquesdansles surcharges
secondairesommelesthalassZmiesu lesanZmiesZfractaireparinsuffisancede production
de globulesrouges.Pouvoirdisposerde molZculesnhibitrices de [Oabsorptiomtestinalede
fer pourraitici constituerun traitementde choix puisquele seultraitementdisponibleface”
une surchargamartialetrop importante estiOadministratiode molZculeschZlatricesdu fer
par voie intraveineusequi estsouventtres difficile = supportempour le patient.De plus son
efficacitZ est parfois limitZe.

Les cancers|es maladiesnflammatoireschroniquegconnectivite Jupus, polyarthrite
rhumatoede gtc.), les infections chroniquessont le plus souventassociZe$ une forme
dOanZmimflammatoirecaractZrisZpar unesZquestratiodu fer dansles macrophagesjne
diminution du fer sZriqueet de la transferrinecirculante,et une diminution de IOabsorption
intestinale.CesanZmiesaggraventconsidZrablemen®ZtayZnZrakdesmaladeset, comme
cela est bien dZmontrZdansle cas des cancers,diminuent |OefficacitZles traitements.
LOhyper-expressiaiu gene de IOhepcidingoue un r™leessentieldansce type dOanZmies
inflammatoires ParconsZquentjesantagonistesie (Ohepcidineonstitueraiente traitement,
I” encore logique, de ce type dOanZmies inflammatoires

Une meilleure comprZhensiordu mode dOactiorde IOhepcidineest une Ztape
primordiale dans IOutilisation de IOhepcidine, dOagonistes ou dOantagonistes de IOhepcidine.
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