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Introduction *

Ç!On a beau avoir une santŽ de fer, on finit toujours par rouiller.!È  [Jacques PrŽvert]

Mars est le dieu de la guerre et du fer car ce
mŽtal, rŽsistant et robuste, Žtait utilisŽ pour les armes et
armures. Ainsi, pour ce qui contient du fer, on utilise
lÕadjectif Ç!martial!È, on parlera donc dÕune surcharge
martiale lorsque le fer sÕaccumule dans lÕorganisme.

Le fer constitue le cÏur de notre plan•te Terre.
Au niveau de lÕorganisme, cet ŽlŽment est essentiel au
fonctionnement de nombreuses enzymes qui utilisent sa
capacitŽ ̂ se lier au soufre. Il permet Žgalement de fixer
lÕoxyg•ne sur lÕhŽmoglobine des globules rouges. Il est
donc au centre du fonctionnement de notre organisme.

Le fer est prŽsent sous deux formes!: le fer
ferrique (Fe3+), insoluble, et le fer ferreux (Fe2+), soluble.
Cette derni•re forme est tr•s rŽactive, elle peut sÕavŽrer
agressive, comme le dieu qui reprŽsente le fer, et
entra”ne la formation de radicaux libres par la rŽaction de

Fenton (Fe2+ + H2O2 -> Fe3+ + 
.
OH + OH-). CÕest

pourquoi, dans lÕorganisme, en situation physiologique,
le fer libre Fe2+ est rare. On le retrouve le plus souvent

oxydŽ et liŽ ̂  des protŽines!: dans la circulation, liŽ ̂  la transferrine et dans la cellule, liŽ ̂  la
ferritine.

En lÕabsence de rŽelle voie dÕexcrŽtion du fer (les pertes de fer se font par la
desquamation et les saignements), lÕorganisme doit rŽguler finement son entrŽe de fer afin de
compenser juste la perte de fer quotidienne, soit 2 mg sur les 20 mg disponibles dans une
alimentation normale. Pendant 40 ans, ce mŽcanisme de rŽgulation du mŽtabolisme du fer est
restŽ inconnu. De m•me, les protŽines permettant lÕentrŽe du fer au niveau du duodŽnum ne
sont connues que depuis peu.

Le laboratoire dans lequel jÕai commencŽ ma th•se venait de mettre en Žvidence que
lÕhepcidine, un peptide isolŽ sur la base de ses propriŽtŽs antimicrobiennes, jouait un r™le clŽ
dans le maintien de lÕhomŽostasie du fer et reprŽsentait probablement le rŽgulateur recherchŽ
depuis plusieurs annŽes. JÕai donc voulu, au cours de ma th•se, conna”tre les mŽcanismes
dÕaction de cette nouvelle hormone du mŽtabolisme du fer. Je me suis plus particuli•rement
intŽressŽe au r™le que pouvait jouer lÕhepcidine dans la cause la plus frŽquente de surcharge

                                                

*  Illustration : Mars, Dieu de la guerre. Diego Rodriguez de Silva y Vel‡zquez. Huile sur toile.
1640. 179 x 95 cm. Museo del Prado, Madrid.
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en fer innŽe chez lÕhomme!: lÕhŽmochromatose hŽrŽditaire liŽe ̂  HFE. Pour cela, jÕai utilisŽ
les mod•les murins transgŽniques dŽveloppŽs par le laboratoire et crŽŽ de nouveaux mod•les
adaptŽs aux nouvelles questions qui se posaient.

Apr•s lÕexposition du voyage du fer ˆ travers lÕorganisme, je vous dŽtaillerai les
donnŽes existantes sur les protŽines impliquŽes dans ce mŽtabolisme. Nous verrons ensuite
comment se maintient lÕhomŽostasie du fer et les dŽsordres mŽtaboliques observŽs quand ces
mŽcanismes sont perturbŽs.
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1) LÕabsorption, lÕutilisation, le recyclage et le stockage du fer

LÕabsorption intestinale de fer

Le fer alimentaire est absorbŽ au niveau de la partie proximale de lÕintestin gr•le, le
duodŽnum. Le duodŽnum est constituŽ de villositŽs et de cryptes. Les cellules de la villositŽ,
les entŽrocytes, sont responsables de lÕabsorption intestinale du fer. Elles sont issues de la
diffŽrenciation de cellules souches situŽes au niveau de la crypte et acqui•rent leurs propriŽtŽs
absorptives au cours de leur migration le long de la villositŽ. Les entŽrocytes sŽnescents sont
exfoliŽs dans la lumi•re intestinale (Figure 1). On estime que lÕŽpithŽlium intestinal se
renouvelle ainsi en 3 ˆ 5 jours.

Figure !" L#absorption intestinale du fer
Le fer est absorb$ au niveau du duod$num par les ent$rocytes situ$s au sommet des villosit$s
duod$nales" Dans la lumi%re intestinale& le fer non h$minique est d#abord r$duit probablement par
Dcytb& puis transport$ par DMT!" Le fer h$minique serait pris en charge par le transporteur HCP!& et
d$grad$ par l#h%me'oxyg$nase (HO)" Dans l#ent$rocyte& le fer peut& soit *tre stock$ dans la ferritine&
soit transport$ par la ferroportine vers le plasma" Il est ensuite oxyd$ par l#h$phaestine avant d#*tre
pris en charge par la transferrine (Tf) circulante"

Le contenu en fer des aliments est tr•s variable (Tableau 1). Dans les pays dŽveloppŽs,
le rŽgime alimentaire contient en moyenne 10 ̂  20 mg de fer par jour. Sur ces 10 ̂  20 mg
seuls 10% seront ensuite absorbŽs au niveau du duodŽnum. Cette faible proportion est due
dÕune part ̂  une rŽgulation de lÕabsorption en fonction des besoins (voir plus loin) et dÕautre
part ˆ la biodisponibilitŽ du fer qui est tr•s variable suivant les aliments.

Le fer prŽsent dans lÕalimentation est soit liŽ ̂  lÕh•me1 (forme hŽminique), facilement
assimilable (15 ̂  35% sont absorbŽs), soit sous forme non hŽminique, essentiellement dans
les vŽgŽtaux, plus difficile ˆ absorber (2 ˆ 20 % absorbŽs). Le rŽgime normal chez lÕhomme
est constituŽ majoritairement de fer non hŽminique, le fer hŽminique provenant surtout de la
myoglobine et de lÕhŽmoglobine trouvŽes dans les viandes. Dans les deux cas, le fer est oxydŽ
(Fe3+). LÕabsorption du fer non hŽminique peut-•tre facilitŽe par la prŽsence dans le bol

                                                
1 JÕutilise le terme dÕh•me pour dŽsigner ̂ la fois la forme rŽduite Fe2+-protoporphyrine IX et la forme

oxydŽe Fe3+-protoporphyrine IX (hŽmine).
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alimentaire dÕacide ascorbique ou inhibŽe par les tannins (dans le thŽ, le cafŽ, le vin) ou
lÕacide phytique (dans les lŽgumes, le riz).

Aliment Contenu en mg de fer/100 g

Foie de porc 19
Levure de bi•re s•che 17,3

Cacao 12,5
Caviar 11,8

Foie de mouton 10,9
Lentilles 8,6

Soja 8,4
Jaune dÕoeuf 7,2

Persil 6,2
Haricots blancs 6,1

Moules 5,8
Abricots secs 5,5

Hu”tres 5,5
Amandes, noisettes 4,5

Sardines 3,5
Noix 3,1

ƒpinards 3,1
C™te de boeuf 3,1

Jambon 2,5
Vin 0,3 ˆ 0,5

Lait de vache 0,04

Tableau !" Exemples de teneur d#aliments riches en fer

Le fer non hŽminique est dans un premier temps rŽduit par la rŽductase Dcytb
(Duodenal cytochrome b)2 puis transportŽ ˆ travers la membrane apicale de lÕentŽrocyte par le
transporteur transmembranaire DMT1 (Divalent Metal Transporter 1) (Figure 1).
LÕimplication de Dcytb dans lÕabsorption intestinale de fer a rŽcemment ŽtŽ remise en cause
par la crŽation de souris knock-out (KO) Dcytb qui ne prŽsentent pas de dŽficience en
fer[140] (voir Tableau 5). Les rŽserves en fer non altŽrŽes chez ces souris pourraient
sÕexpliquer soit par une compensation de lÕactivitŽ rŽductase par la production endog•ne
dÕascorbate (cette production est spŽcifique de la souris, on ne la retrouve pas chez lÕhomme),
soit par la prŽsence de molŽcules antioxydantes dans le rŽgime alimentaire des souris, soit
enfin par la prŽsence dÕune autre rŽductase qui reste ˆ identifier.

LÕabsorption du fer hŽminique se fait probablement via un rŽcepteur spŽcifique situŽ ̂
la membrane apicale de lÕentŽrocyte, HCP1 (Heme Carrier Protein 1), qui a ŽtŽ identifiŽ tr•s
rŽcemment par une Žquipe anglaise[341]. LÕh•me fixŽ ˆ son rŽcepteur serait transloquŽ ̂
lÕintŽrieur de la cellule puis dŽgradŽ par lÕenzyme h•me-oxygŽnase (HO). Le fer ainsi libŽrŽ
rejoindrait le pool de fer internalisŽ via DMT1 (Figure 1).

Une fois dans la cellule, le fer peut •tre stockŽ dans la ferritine ou transportŽ de
nouveau au p™le basolatŽral vers la circulation sanguine par le transporteur transmembranaire

                                                
2Pour plus dÕinformations sur chaque molŽcule citŽe, veuillez vous rŽfŽrer au chapitre Ç!MolŽcules

impliquŽes dans le mŽtabolisme du fer!È
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ferroportine. Dans le sang, la transferrine (Tf) qui peut lier deux atomes de fer permet de
vŽhiculer le fer dans tout lÕorganisme. Pour cela, le fer doit •tre prŽalablement oxydŽ par la
ferroxydase hŽphaestine situŽe sur la membrane basolatŽrale de lÕentŽrocyte (Figure 1, pour
revue sur lÕabsorption intestinale de fer, voir[241, 260]).

Des souris dŽficientes pour les protŽines impliquŽes dans ce transport basolatŽral du
fer du duodŽnum (souris sla, pour sex linked anemia, mutŽes pour lÕhŽphaestine[373], souris
KO spŽcifique dans le duodŽnum de la ferroportine[74]) prŽsentent toutes une anŽmie. En
effet, comme nous le verrons, la moelle osseuse qui produit les globules rouges est le premier
organe affectŽ par une dŽficience en fer. Dans ces souris, lÕanŽmie est accompagnŽe dÕune
surcharge en fer entŽrocytaire qui confirme leur implication dans lÕexport du fer de
lÕentŽrocyte (voir aussi Tableau 5)

LÕutilisation du fer via le cycle Tf/RTf

Le fer liŽ ̂  la transferrine (holotransferrine, holoTf ou Tf-Fe2) est captŽ par les cellules
via le rŽcepteur ̂ la transferrine 1 (RTf1). Les cellules utilisent ce fer pour synthŽtiser de
nombreuses protŽines contenant un ou plusieurs atomes de fer. Ces protŽines sont impliquŽes
dans divers mŽcanismes cellulaires, mais les propriŽtŽs liŽes au cycle dÕoxydorŽduction du fer
en font un mŽtal de choix pour permettre le transfert dÕŽlectrons dans la cha”ne respiratoire, la
catalyse, le transport et le stockage de lÕoxyg•ne ou bien le transport du NO (Tableau 2).

ProtŽines ˆ h•me ProtŽines Fe-S
Autres protŽines
contenant du Fe

Fonctions

Catalyse
catalases, protŽine heme-thiolate,
peroxydases

Transfert dÕŽlectrons
cytochromes

Transport et stockage dÕO2
globines

Transport de NO
nitrophorine

Catalyse
oxydorŽductases,
aconitases

Transfert  dÕŽlectrons
ferredoxines, protŽine
Rieske

Transport et stockage du
fer

ferritines, transferrines
Catalyse

oxygŽnases

H•me a
Ex!: cytochrome c oxydase

[2Fe-2S]
Ex : ferrochŽlatase,
adrenodoxine, protŽine
Rieske

H•me b
Ex!: globines, nitrophorine,
cytochromes b

[4Fe-4S]
Ex : endonuclŽase III,
aconitases

H•me c
Ex!: cytochromes c

H•me d
Ex!: catalases, cytochromes d

H•me d1
Ex!: cytochrome cd1 nitrite rŽductase

H•me o
Ex!: cytochrome o oxydase

Types de

centre

fer

H•me P460
Ex!: hydroxylamine oxydorŽductase

Tableau +" Exemples de prot$ines de mammif%res contenant du fer
Pour les prot$ines Fe'S& voir la revue,!-+."

Le complexe Tf/RTf1[45] pŽn•tre dans la cellule par endocytose, le fer est libŽrŽ du
complexe dans lÕendosome tardif ̂  la faveur dÕun pH acide, puis est transfŽrŽ de lÕendosome
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vers le cytosol probablement gr‰ce au transporteur DMT1[97] (Figure 2). Tr•s rŽcemment,
par lÕŽtude de souris anŽmiques nm1504, a ŽtŽ identifiŽe une ferrirŽductase endosomale qui
serait responsable de la rŽduction du fer liŽ ̂  la Tf avant le transport transmembranaire de ce
fer par DMT1 dans les prŽcurseurs Žrythro•des : STEAP3 (pour Six-Transmembrane
Epithelial Antigen of the Prostate)[291]. La Tf libŽrŽe de son fer, lÕapo-transferrine (apoTf),
et son rŽcepteur sont ensuite tous deux recyclŽs ̂ la surface cellulaire (Figure 2 et pour
revue[151]). Le recyclage est un phŽnom•ne complexe faisant intervenir un grand nombre de
molŽcules. LÕune dÕentre elles vient dÕ•tre clairement identifiŽe gr‰ce au clonage positionnel
du g•ne responsable du phŽnotype de souris mutantes dites dŽficientes en hŽmoglobine, les
souris hbd. Le g•ne en question code pour une protŽine impliquŽe dans lÕexocytose des
vŽsicules, Sec15l1[228]. Sa mutation chez la souris entra”ne un phŽnotype particulier de
dŽficit relatif en fer dans le proŽrythroblaste sans dŽficit en fer systŽmique[393]. Le r™le exact
jouŽ par la protŽine mutante Sec15l1 dans lÕacquisition de ce phŽnotype reste ˆ
dŽterminer[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#endosome& / la faveur d#un pH acide& le fer se dissocie de la transferrine" Le fer serait r$duit
ensuite par une ferrir$ductase& probablement STEAP0 dans les pr$curseurs $rythro1des& puis
transport$e vers le cytoplasme par DMT!" Le r$cepteur et l#apo'transferrine (Apo'Tf) sont finalement
recycl$s par fusion de la v$sicule / la membrane plasmique de la surface cellulaire"

LÕinteraction de la Tf avec son rŽcepteur est utilisŽe dans un grand nombre de cellules
(en particulier les cellules tumorales qui prolif•rent beaucoup). Elle ouvre des perspectives
thŽrapeutiques intŽressantes et est maintenant utilisŽe pour la dŽlivrance de
drogues/mŽdicaments ˆ lÕintŽrieur des cellules[227]. Par exemple, le gallium 67Ga3+ Žmet un
rayonnement gamma qui lui conf•re des propriŽtŽs anti-tumorales et ce mŽtal est capable de
se lier ˆ la Tf qui le transporte jusquÕaux cellules cibles.
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DÕautres formes dÕacquisition du fer par les cellules ont ŽtŽ dŽcrites!:

- acquisition du fer non liŽ ˆ la Tf (Non Transferrin Bound Iron, NTBI)[17, 166]

- acquisition de lÕholoTf par une voie indŽpendante de RTf1[354]

- acquisition de la ferritine mŽdiŽe par un rŽcepteur[119]

-  enfin, la dŽcouverte de la capacitŽ de la molŽcule NGAL ˆ transporter du fer
pourrait Žgalement •tre une nouvelle forme dÕacquisition du fer, essentiellement en
situation dÕinflammation[402].

ƒrythropo••se et synth•se de lÕhŽmoglobine

LÕorgane consommant la plus grande quantitŽ de fer (80% du fer transportŽ par la Tf)
est la moelle osseuse o• se dŽroule lÕŽrythropo••se. Elle a ainsi besoin de 20 mg de fer par
jour pour pouvoir produire les 200 milliards de nouveaux globules rouges nŽcessaires au
transport et au stockage de lÕoxyg•ne.

$  ƒrythropo••se

Ë partir des quelques cellules souches hŽmatopo•Žtiques (CSH) de la moelle osseuse
sont formŽs plusieurs lignages cellulaires en fonction des signaux et facteurs de croissance
re•us par les CSH (conduisant ̂ la formation de lymphocytes, macrophages, cellules
dendritiques, neutrophiles, polynuclŽaires, plaquettes, globules rouges). Je ne parlerai ici que
de la diffŽrenciation Žrythro•de, lÕŽrythropo••se, qui est la plus grande consommatrice de fer
pour son incorporation dans lÕhŽmoglobine.

On peut dŽfinir trois stades dÕŽrythropo••se au cours du dŽveloppement :

- lÕŽrythropo••se primitive qui a lieu dans les ”lots sanguins du sac vitellin (au 7•me

jour de vie embryonnaire chez la souris). Cette Žrythropo••se est indŽpendante
dÕun signal Žrythropo•Žtine (EPO) et conduit ˆ la formation de larges
Žrythroblastes possŽdant un noyau, appelŽs mŽgaloblastes!;

- lÕŽrythropo••se dŽfinitive est marquŽe par une forte prolifŽration des progŽniteurs
Žrythro•des dans le foie fÏtal (10•me jour de gestation chez la souris)!;

- lÕŽrythropo••se adulte qui se caractŽrise par la migration des CSH du foie fÏtal
vers la moelle osseuse.

Les CSH sÕengagent dans une voie de diffŽrenciation myŽlo•de pour former un
progŽniteur multipotent appelŽ CFU-GEMM (Colony Forming Unit-Granulocyte Erythrocyte
Megacaryocyte Macrophage). LÕengagement de ce progŽniteur multipotent dans la voie
Žrythro•de dŽpend dÕune combinaison de facteurs de transcription et en particulier du facteur
GATA-1. Les CFU-GEMM se diffŽrencient alors en progŽniteurs restreints Žrythro•des
prŽcoces (BFU-E pour Burst Forming Unit-Erythroid, nommŽs ainsi pour leur capacitŽ ̂
gŽnŽrer de larges colonies Žrythro•des in vitro, voir Figure 3B) puis en progŽniteurs
Žrythro•des tardifs (CFU-E pour Colony Forming Unit-Erythroid, nommŽs ainsi pour leur
capacitŽ ̂ gŽnŽrer de petites colonies Žrythro•des in vitro, voir Figure 3B). Les progŽniteurs
Žrythro•des subissent ensuite une forte prolifŽration associŽe ̂ la diffŽrenciation en
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Žrythroblastes jusquÕau stade Žrythroblaste polychromatophile. La maturation des
Žrythroblastes polychromatophiles vers le stade rŽticulocyte nÕest pas accompagnŽe dÕune
forte prolifŽration. La phase finale de maturation consiste ̂ expulser le noyau et dŽgrader les
organelles intracellulaires. Au cours de la maturation, les prŽcurseurs Žrythro•des voient leur
taille diminuer, leur contenu en hŽmoglobine augmenter et leur chromatine se densifier. La
diminution de la taille se poursuit lors de la sŽnescence des globules rouges (GR appelŽs aussi
hŽmaties ou Žrythrocytes) (Figure 3A). Ainsi, un GR jeune, un rŽticulocyte, a une taille plus
grande quÕun GR sŽnescent, ce qui se manifeste par une augmentation de la taille globulaire
moyenne (MCV pour Mean Cellular Volume) lorsque lÕŽrythropo••se est accrue (pour revue,
voir[352]). Ë lÕinverse, en cas dÕŽrythropo••se inefficace, la taille des GR est plus petite car
peu de rŽticulocytes sont formŽs, on parle dÕanŽmie microcytaire. La forme dÕun rŽticulocyte
puis dÕun Žrythrocyte normal est celle dÕun disque biconcave, ils ont peu dÕorganelles internes
et sont essentiellement composŽs dÕhŽmoglobine.

Figure 0" 2rythropo1%se
A" Les stades de l#$rythropo1%se sont figur$s par des cellules uniques avec leur morphologie
pr$sum$e" HSC : Cellule souche h$matopo1$tique ; BFU'E : Burst Forming Unit'Erythroid ; CFU'E :
Colony Forming Unit'Erythroid ; Pro EB : Pro'$rythroblaste ; Baso EB : $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"

LÕŽrythropo••se est finement rŽgulŽe de fa•on ̂  ce que le nombre de GR produits soit
en adŽquation avec les besoins en oxyg•ne des tissus pŽriphŽriques. En effet, une production
insuffisante de GR conduit ̂  lÕanŽmie et une production trop importante de GR, appelŽe
polyglobulie, entra”ne une augmentation de la viscositŽ du sang pouvant conduire ̂  des
thromboses. Cette rŽgulation est essentiellement basŽe sur un Žquilibre entre prolifŽration-
survie et apoptose. Les deux rŽgulateurs positifs majeurs de lÕŽrythropo••se sont le Stem Cell
Factor (SCF) et lÕŽrythropo•Žtine (EPO). Le SCF, fabriquŽ de fa•on constitutive par les
cellules stromales de la moelle osseuse, se lie ˆ son rŽcepteur C-kit et induit la survie et la
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prolifŽration des progŽniteurs Žrythro•des en synergie avec notamment le GM-CSF et
lÕinterleukine!(IL)-3. LÕEPO est le rŽgulateur principal de lÕŽrythropo••se qui permet lui aussi
de protŽger les progŽniteurs Žrythro•des de la mort par apoptose. LÕEPO est produite par les
cellules interstitielles du cortex rŽnal et sa production est finement contr™lŽe par la tension en
oxyg•ne qui dŽpend elle-m•me du nombre de GR produits. Il existe une vŽritable rŽgulation
endocrine de lÕŽrythropo••se via lÕEPO entre les reins et la moelle osseuse (Figure 4). Ainsi
une forte corrŽlation est retrouvŽe entre le taux dÕhŽmoglobine et le taux dÕEPO. Le rein est la
principale source dÕEPO, cÕest pourquoi un sujet ayant subi une nŽphrectomie est incapable
dÕaugmenter son Žrythropo••se face ̂  une situation dÕanŽmie. LÕEPO peut Žgalement •tre
produite par dans le foie par les hŽpatocytes et cellules de Ito. LÕŽtude de la rŽgulation de
lÕEPO par la teneur en oxyg•ne a conduit ̂  lÕidentification des facteurs de transcription HIF
(Hypoxia Inducible Factor). HIF est un dim•re constituŽ de deux sous-unitŽs # et " . La sous-
unitŽ # est rŽgulŽe par lÕhypoxie!: en normoxie, HIF-# se lie ˆ la protŽine VHL (von Hippel-
Lindau) et est rapidement dŽgradŽe par le protŽasome apr•s ubiquitination!; en hypoxie, HIF-
# est stabilisŽe et peut alors se lier ˆ la sous-unitŽ "  et dÕautres protŽines comme p300 pour se
fixer sur les HRE (Hypoxia Responsive Element) prŽsents dans le promoteur de ses g•nes
cibles. LÕŽrythropo••se est aussi rŽgulŽe positivement (syst•me rŽnine angiotensine, IL-3, IL-
6) ou nŽgativement (Tumour Growth Factor (TGF)-" , caspases) par dÕautres facteurs.

Figure 3" R$gulation endocrine de l#$rythropo1%se par l#EPO
pO+ : pression d#oxyg%ne dans le sang"
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$  Synth•se de lÕhŽmoglobine

Le fer consommŽ par la moelle osseuse sert essentiellement ˆ la synth•se dÕh•me,
groupement prosthŽtique de lÕhŽmoglobine responsable de la fixation de lÕoxyg•ne (Figure 5).
LÕhŽmoglobine des GR circulant reprŽsente environ 60 ˆ 70% du fer total prŽsent dans
lÕorganisme. La synth•se de lÕhŽmoglobine nŽcessite en effet la production coordonnŽe de
lÕh•me et des globines qui la constituent (Figure 5). Les Žrythroblastes acqui•rent le fer ˆ
partir de la Tf (voir chapitre prŽcŽdent), ils poss•dent pour cela une grande quantitŽ de RTf ˆ
leur surface.

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

Les g•nes codant pour les cha”nes de globines sont organisŽs  chez lÕhomme en deux
clusters!: le locus # qui contient le g•ne embryonnaire % et les deux g•nes adultes # , et le
locus "  qui contient les g•nes &, G' , A' , !  et "  (Figure 6A). LÕhŽmoglobine change en effet de
composition au cours du dŽveloppement ˆ la suite des changements dÕexpression (Ç!switch!È)
des g•nes codant pour les cha”nes de globines pendant les trois stades dÕŽrythropo••se (Figure
6B). Un premier switch a lieu lors de la transition de lÕŽrythropo••se embryonnaire (sac
vitellin) ˆ lÕŽrythropo••se dŽfinitive (foie fÏtal)!: le g•ne de lÕhŽmoglobine fÏtale est exprimŽ
au dŽtriment de celui de lÕhŽmoglobine embryonnaire. Le deuxi•me switch, entre
lÕhŽmoglobine fÏtale et adulte, a lieu pendant la pŽriode pŽrinatale. Ces rŽgulations
dÕexpression de g•nes sont dŽpendantes du LCR (Locus Control Region) prŽsent en amont du
cluster "  globine et dÕHS40 (zone dÕhypersensibilitŽ ˆ la DNAse I) en amont du cluster #
globine (Figure 6A). Au cours du dŽveloppement et de la diffŽrenciation Žrythropo•Žtique, les
g•nes sont exprimŽs sŽquentiellement!: les g•nes exprimŽs prŽcocement sont ceux situŽs pr•s
du LCR et les g•nes adultes se trouvent en 3Õ (pour plus de dŽtails, voir[346]).
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Figure 6" Synth%se des cha5nes de globine
A" Les deux clusters de g%nes codant pour les globines sont situ$s sur les chromosomes !6 et !!" La
composition des h$moglobines embryonnaires& f7tales et adultes est donn$e dans le cadre entre les
clusters
B" Graphique repr$sentant les quantit$s des diff$rentes cha5nes de globines au cours du
d$veloppement" Le lieu de synth%se des globines est indiqu$ en dessous

La synth•se de lÕh•me est partagŽe dans deux compartiments de la cellule, le cytosol
et la mitochondrie (Figure 7). La premi•re Žtape a lieu dans la mitochondrie!: ̂ partir de
glycine et de succinylCoA, lÕALA (! -aminolevulinate) synthase forme lÕALA. Cette enzyme
est prŽsente sous deux formes, une forme Žrythro•de, eALAS ou ALAS2, qui prŽsente la
particularitŽ dÕ•tre sensible au fer via le syst•me IRE/IRP (voir chapitre Ç!Syst•me
IRP/IRE!È) et une forme ubiquiste, ALAS1 dont lÕexpression gŽnique est rŽprimŽe par
lÕh•me. Cette Žtape est lÕŽtape limitante de la biosynth•se de lÕh•me (Figure 7). Des mutations
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du g•ne eALAS situŽ en Xp11.21 entra”nent chez lÕhomme une anŽmie sidŽroblastique3 liŽe au
chromosome X. Chez ces patients, le fer ne peut •tre incorporŽ dans lÕh•me et sÕaccumule
dans la mitochondrie (OMIM n¡301300).

LÕALA est ensuite exportŽ de la mitochondrie. LÕassemblage du tetrapyrrole et la
dŽcarboxylation des cha”nes auxiliaires ont lieu dans le cytosol. Les Žtapes finales de synth•se
de lÕh•me se dŽroulent dans la mitochondrie avec notamment lÕincorporation du fer par la
ferrochŽlatase (Figure 7).

Des mutations dans les g•nes codant pour les enzymes impliquŽes dans les Žtapes
finales de la synth•se de lÕh•me conduisent ̂ lÕaccumulation de porphyrines. Il existe ainsi
plusieurs formes de porphyries liŽes ̂ la dŽficience de diffŽrentes enzymes!: les porphyries les
plus frŽquentes sont liŽes ̂  des mutations dans le g•ne codant pour lÕuroporphyrinogen
dŽcarboxylase, cÕest la porphyrie cutanŽe (OMIM n¡176100) et ̂  des mutations dans le g•ne
de la ferrochŽlatase, cÕest la porphyrie Žrythropo•Žtique (OMIM n¡177000). Dans les deux
cas, lÕaccumulation de porphyrines dans la peau ou dans les tissus sous-jacents entra”ne une
photosensibilisation accrue.

                                                
3 Les anŽmies sidŽroblastiques sont un groupe hŽtŽrog•ne dÕaffections acquises et innŽes qui se

caractŽrisent par la prŽsence de sidŽroblastes dans la moelle osseuse. Les sidŽroblastes sont des GR immatures
contenant des mitochondries surchargŽes en fer (sous la forme de ferritine mitochondriale). La forme la plus
courante dÕanŽmie sidŽroblastique innŽe est due ̂  des mutations dans le g•ne ALAS2 ou eALAS. La forme la plus
courante dÕanŽmie sidŽroblastique acquise est le syndrome myelodysplasique.
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Figure -" Biosynth%se de l#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 ̂  noter que rŽcemment a ŽtŽ identifiŽ un exporteur de lÕh•me, appelŽ FLVCR
(pour Feline Leukemia Virus subgroup C Receptor), qui pourrait jouer un r™le important dans
le contr™le du contenu en h•me des prŽcurseurs Žrythro•des[316]. Son r™le exact reste
nŽanmoins ̂ dŽfinir. De plus, des transcrits de la ferroportine, exporteur du Fe2+, ont ŽtŽ
retrouvŽs tr•s rŽcemment dans des lignŽes Žrythro•des[50]. La prŽsence dÕexporteurs de
diffŽrentes formes de fer dans les prŽcurseurs Žrythro•des sugg•rent que ces cellules sont
capables de faire sortir du fer en exc•s et dÕŽviter ainsi la formation de radicaux libres ̂
lÕintŽrieur de la cellule. Cette capacitŽ des prŽcurseurs Žrythro•des ̂ faire sortir du fer est
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assez inattendue car on consid•re habituellement que ces cellules consomment tout le fer
quÕelles contiennent pour la synth•se dÕhŽmoglobine.

En cas de dŽficience en fer, la synth•se dÕhŽmoglobine est perturbŽe, les GR produits
contiennent alors moins dÕhŽmoglobine qui leur donne leur couleur, on parle alors dÕanŽmie
hypochrome.

Le recyclage du fer!: lÕŽrythrophagocytose

Nous lÕavons vu, les Žrythrocytes circulants contiennent une grande quantitŽ de fer
(presque 2 g sur les 4 g totaux de lÕorganisme). Afin que ce fer puisse •tre rŽutilisŽ par
lÕorganisme, les macrophages phagocytent les globules rouges sŽnescents, dont la durŽe de
vie est de 120 jours chez lÕhomme, et exportent ensuite le fer, cÕest lÕŽrythrophagocytose (EP)
(Figure 8).

Figure 8" 2rythrophagocytose et recyclage du fer
Les globules rouges (GR) s$nescents sont phagocyt$s par le macrophage" Ils sont d$grad$s et& / l#aide
de l#h%me oxyg$nase (HO)& le fer est lib$r$ de l#h$moglobine" D#autres voies possibles d#entr$e du fer
dans le macrophage impliquent le complexe HFE'" +m'RTf! et le complexe haptoglobine'h$moglobine
circulant qui se lie au r$cepteur CD!60 et subit l#endocytose" L#h$moglobine est d$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 sŽnescents sont reconnus par les macrophages gr‰ce ˆ:

- lÕexternalisation de la phosphatidylsŽrine ˆ la surface des GR!;

- la peroxydation des lipoprotŽines membranaires suite au stress oxydatif!;

- la perte de rŽsidus sialiques!;

- la formation de nŽoantig•nes de sŽnescence.

Le GR sŽnescent, phagocytŽ par le macrophage, se retrouve dans
lÕŽrythrophagolysosome. Le complexe enzymatique formŽ par la NADPH-cytochrome c
rŽductase, lÕh•me-oxygŽnase-1 (HO-1) et la biliverdine rŽductase dŽgrade lÕh•me en CO
(monoxyde de carbone), fer et bilirubine. Les souris KO HO-1 ne sont pas capables de
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recycler le fer des GR, suggŽrant un r™le essentiel dÕHO-1 dans lÕEP. Toutefois, on remarque
que, dans ces souris, lÕh•me est quand m•me dŽgradŽ en fer, peut-•tre par compensation par
HO-2[315] (voir Tableau 5).

Deux hypoth•ses sont Žmises quant ̂  la destinŽe du fer suite ̂  la dŽgradation de
lÕh•me: il serait soit transfŽrŽ au cytosol via un transporteur Nramp (Natural resistant
associated maccrophage protŽin)1 ou 2 (cÕest-ˆ-dire DMT1), soit, lÕh•me ayant diffusŽ ̂
travers la membrane plasmique de lÕŽrythrophagolysosome, le fer serait libŽrŽ directement
dans le cytosol. Le fer est ensuite stockŽ dans la ferritine et/ou exportŽ dans la circulation par
la ferroportine o• il peut de nouveau se fixer ˆ la Tf apr•s oxydation par la cŽruloplasmine
(CP) (pour revue[19, 188]) (Figure 8). Il semble y avoir deux phases de sortie du fer des
macrophages apr•s EP!:une phase rapide dans les quelques heures qui suivent lÕEP et qui fait
sortir deux tiers du fer et une phase plus lente qui impliquerait le dŽstockage du fer de la
ferritine[94]. LÕEP permet ainsi de recycler le fer principalement pour rŽalimenter en fer
lÕŽrythropo••se. Afin dÕŽtudier les mŽcanismes encore peu connus intervenant dans lÕEP,
lÕŽquipe de F. Canonne-Hergaux a rŽcemment mis au point un mod•le dÕŽtude de lÕEP en
utilisant des macrophages, diffŽrenciŽs ̂ partir de moelle osseuse de souris, incubŽs avec des
GR murins dont la concentration intracellulaire de calcium a ŽtŽ augmentŽe[67].

LÕŽrythrophagocytose a lieu essentiellement dans la pulpe rouge de la rate mais pas
seulement. En effet, des souris ayant subi une splŽnectomie ne voient pas la durŽe de vie de
leur GR augmenter laissant suggŽrer que les macrophages de la moelle osseuse et les cellules
de Kupffer (macrophages du foie) sont capables de compenser la perte des macrophages
splŽniques pour lÕEP[13].

Ce sont ainsi 80 ˆ 90% des GR qui sont ŽliminŽs par voie extravasculaire par les
macrophages tissulaires. Les 10 ˆ 20% restant subissent une hŽmolyse intravasculaire qui
entra”ne la libŽration dÕhŽmoglobine dans le sang. Cette hŽmoglobine se lie ˆ lÕhaptoglobine
circulante. Le complexe haptoglobine-hŽmoglobine est ensuite captŽ par les macrophages qui
poss•dent un rŽcepteur spŽcifique de lÕhaptoglobine, le CD163 (Figure 8), et par les
hŽpatocytes par un mŽcanisme encore inconnu[84]. Ainsi, tr•s peu dÕhŽmoglobine libre est
retrouvŽe dans le sang. Il peut arriver nŽanmoins que dans des situations de forte hŽmolyse
(par exemple dans les thalassŽmies4), lÕhŽmoglobine ne puisse •tre enti•rement titrŽe par
lÕhaptoglobine. LÕhŽmoglobine se dissocie alors dans le sang et peut •tre filtrŽe par le
glomŽrule via le rŽcepteur mŽgaline-cubiline ou dŽgradŽe apr•s liaison avec des protŽines de
transport de lÕh•me par le foie (voir ci-dessous).

Le stockage du fer

Le site majeur de stockage du fer est le foie (1 g). Le foie est un organe qui assure de
multiples fonctions vitales!: synth•se et sŽcrŽtion de la bile, mŽtabolisme des sucres, des

                                                
4 La thalassŽmie est une maladie gŽnŽtique hŽtŽrog•ne due ̂  des mutations dans les g•nes codant pour

la globine. La thalassŽmie est ̂  mode de transmission autosomique rŽcessif. Lorsque que les g•nes mutŽs codent
pour la cha”ne # globine, on parle dÕ#-thalassŽmie. De la m•me mani•re, on parle de " -thalassŽmie pour des
patients mutŽs pour la cha”ne " [335]. La prŽcipitation des cha”nes de globine non appariŽes entra”ne la
production de GR anormaux qui subissent rapidement une hŽmolyse.
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lipides et des protŽines de dŽtoxification, stockage de la vitamine B12... Le foie re•oit deux
syst•mes vasculaires affŽrents!: le sang arrive au foie par la veine porte hŽpatique qui contient
les ŽlŽments digŽrŽs au niveau du duodŽnum et par lÕart•re hŽpatique, riche en oxyg•ne (O2).
Le sang passe ̂ travers les lobules hŽpatiques et le sang effŽrent est acheminŽ par les
sinuso•des vers la veine centrolobulaire. La bile produite par les hŽpatocytes dans les
canalicules biliaires suit un chemin inverse et est rŽcoltŽe par les canaux biliaires pour •tre
stockŽe puis sŽcrŽtŽe par la vŽsicule biliaire. Il existe ainsi un gradient dÕO2 entre lÕespace
porte composŽ de la veine porte, de lÕart•re hŽpatique et du canal biliaire, riche en nutriments
et oxyg•ne, et la veine centrolobulaire (Figure 9a). Le parenchyme hŽpatique est formŽ
dÕhŽpatocytes. Entre les travŽes dÕhŽpatocytes, dans les sinuso•des, on trouve les macrophages
du foie, appelŽs cellules de Kupffer (Figure 9b), des cellules endothŽliales et les cellules de
Ito (impliquŽes dans la synth•se du collag•ne).

Figure 9" Structure du foie
a) Le foie est constitu$ de lobules h$patiques en forme d#hexagone d$limit$s par six espaces portes et
une veine centrolobulaire
b) L#espace porte est constitu$ du canal biliaire& d#une branche de l#art%re h$patique et d#une branche
de la veine porte" Le sang circule dans les sinuso1des bordant les trav$es d#h$patocytes et se d$verse
dans la veine centrale ou centrolobulaire"

Le foie est capable dÕaccumuler le fer liŽ ˆ la ferritine pour emp•cher la circulation
dÕune trop grande quantitŽ de fer libre. Ce fer liŽ ̂  la ferritine est facilement mobilisable et les
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rŽserves hŽpatiques sont utilisŽes en cas de carence en fer (suite ̂  une perte importante de
sang ou ˆ un rŽgime pauvre en fer).

Le fer parvient jusquÕau foie par lÕespace porte principalement sous la forme dÕholoTf.
Mais, nous lÕavons vu, les hŽpatocytes sont capables de rŽcupŽrer les complexes
haptoglobine-hŽmoglobine par une voie encore inconnue. LÕhŽmoglobine complexŽe ̂
lÕhaptoglobine et lÕh•me liŽ ̂  lÕalbumine puis ̂  lÕhŽmopexine par le rŽcepteur ˆ lÕhŽmopexine
sont pris en charge par lÕhŽpatocyte, mais les mŽcanismes sont mal connus. LÕhŽmoglobine et
lÕh•me sont ensuite dŽgradŽs par lÕh•me oxygŽnase. La bilirubine produite sera ensuite
sŽcrŽtŽe dans la bile (Figure 10).

Une autre forme de fer, non liŽ ˆ la transferrine et appelŽ NTBI (Non Transferrin
Bound Iron), peut Žgalement •tre rŽcupŽrŽe par les hŽpatocytes. Cette derni•re forme de fer
est tr•s toxique et ne serait prŽsente quÕen cas de surcharge martiale pathologique une fois la
capacitŽ de liaison de la transferrine dŽpassŽe comme lors dÕune hŽmochromatose (voir
chapitre Ç!HŽmochromatose hŽrŽditaire!È)[212].

Les molŽcules impliquŽes dans lÕentrŽe et la sortie du fer de lÕhŽpatocyte ne sont pas
clairement Žtablies (Figure 10). Pour le captage du fer par lÕhŽpatocyte, on pense que le NTBI
serait transportŽ ̂ travers la membrane par le transporteur DMT1[49, 360]. Se pose le
probl•me, dans ce cas, de lÕenvironnement permettant ce transport car DMT1 est connu pour
nÕagir quÕˆ la faveur dÕun pH acide. De plus, la surcharge en fer observŽe dans des souris KO
pour le g•ne codant pour DMT1 sugg•re que DMT1 nÕest pas essentiel au transport de NTBI
de lÕhŽpatocyte[139] (voir Tableau 5). Le fer liŽ ˆ la Tf serait captŽ, lui, par le rŽcepteur
transferrine 2 (RTf2). Ce dernier a une affinitŽ beaucoup moins forte pour lÕholoTf que son
homologue RTf1 mais il est prŽsent en grande quantitŽ dans les hŽpatocytes. Il a Žgalement
ŽtŽ montrŽ que bien que lÕARNm RTf2 soit insensible au fer, les taux de protŽine RTf2 sont
augmentŽs par le fer[65, 173, 322], contrairement ̂ RTf1 (rŽgulŽ, lui, nŽgativement par le fer
via le syst•me IRE/IRP, voir Ç!Syst•me IRP/IRE!È). Une autre diffŽrence est que RTf2,
contrairement ˆ RTf1, ne semble pas interagir avec HFE[390].

En cas de carence en fer ou lorsque des patients atteints dÕhŽmochromatose sont
phlŽbotomisŽs (voir plus loin), le foie est capable de mobiliser ses rŽserves afin de satisfaire
les besoins accrus en fer pour lÕŽrythropo••se. La ferroportine est le seul exporteur de fer
cellulaire connu ̂  ce jour et reprŽsente donc un candidat potentiel pour lÕexport de fer des
hŽpatocytes (Figure 10). Ainsi, lÕabsence de ferroportine dans des souris KO ferroportine
conduit ˆ une accumulation de fer dans lÕhŽpatocyte[74].
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Figure !:"  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$r$ apr%s endocytose" Le fer non li$ / la transferrine (NTBI) pourrait *tre pris en charge
directement par DMT! via un m$canisme inconnu" Le fer h$minique est transport$& soit par
l#haptoglobine& soit par l#h$mopexine jusqu#/ l#h$patocyte" L#h$mopexine est reconnue par son
r$cepteur" Dans l#h$patocyte& le fer h$minique est lib$r$ apr%s d$gradation de l#h%me par l#h%me'
oxyg$nase (HO)" Le fer est stock$ sous forme de ferritine"
La sortie du fer de l#h$patocyte en situation de demande accrue (ex : $rythropo1%se augment$e) est
encore mal connue& 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 hŽpatocytes, les cellules de Kupffer constituent, comme les autres
macrophages tissulaires, des rŽservoirs potentiels de fer du fait de leur capacitŽ dÕEP (voir ci-
dessus).
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2) MolŽcules impliquŽes dans le mŽtabolisme du fer

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

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

La transferrine a ŽtŽ dŽcouverte en 1946 dans le plasma et a dÕabord ŽtŽ appelŽe
sidŽrophiline pour son affinitŽ pour le fer. Elle est composŽe de 679 acides aminŽs qui
forment deux lobes, un lobe N terminal et un lobe C terminal. Chaque lobe peut lier un ion
ferrique (Fe3+). La conformation de la protŽine est sensible au pH!: ˆ pH acide, le site de
liaison du fer sÕouvre, facilitant la libŽration du fer. Le g•ne prŽsente un grand nombre de
polymorphismes tolŽrŽs dans la population avec 3 isotypes majeurs nommŽs B, C et D.

La transferrine est principalement produite ̂  lÕ‰ge adulte par les hŽpatocytes (6500
molŽcules de Tf par cellule chez le rat[163]). Il existe Žgalement dÕautres sites dÕexpression
du g•ne Tf!: le cerveau (83 molŽcules / cellule) et les testicules (114 molŽcules / cellule)[163].
Pendant le dŽveloppement fÏtal, le g•ne Tf est fortement exprimŽ dans le muscle et les tissus
non-hŽpatiques et non-nerveux puis lÕexpression diminue lors du dŽveloppement postnatal. Ë
lÕinverse, dans le cerveau, le g•ne Tf est faiblement exprimŽ ̂ la naissance et lÕexpression
augmente avec lÕ‰ge jusquÕˆ atteindre un plateau ˆ lÕ‰ge adulte[222].

Seule lÕexpression hŽpatique de Tf est modulŽe par le contenu en fer chez le rat!: un
rŽgime pauvre en fer augmente la transcription de Tf dans le foie sans modifier lÕexpression
extra-hŽpatique[163]. De m•me, la synth•se de Tf est induite par traitement aux
glucocortico•des ou aux Ïstrog•nes. La Tf est Žgalement une protŽine de la rŽponse
inflammatoire, elle est diminuŽe par les cytokines. Enfin, sÕajoute ˆ ces rŽgulations une
rŽgulation positive en situation dÕhypoxie gr‰ce ˆ la prŽsence de deux sites de liaison ̂  HIF5

dans le promoteur Tf[332].

LÕabsence de Tf circulante chez des patients est tr•s rare (seulement 8 patients
recensŽs dans 6 familles diffŽrentes), cÕest lÕatransferrinŽmie[149] (OMIM n¡209300)
caractŽrisŽe par une anŽmie microcytaire associŽe ̂ une surcharge en fer tissulaire. Les
patients sont traitŽs par des transfusions sanguines. Il existe un mod•le murin reproduisant ce
phŽnotype, la souris hypotransferrinŽmique hpx[22]. Chez la souris hpx, la faible quantitŽ de
Tf circulante est due ̂  une mutation naturelle conduisant ̂ un dŽfaut dÕŽpissage. Le transcrit
issu de ce g•ne mutŽ est tr•s instable[161, 359]. Les souris meurent avant le sevrage dÕanŽmie
sŽv•re. LÕŽtude de ces souris a permis de comprendre quel pourrait •tre lÕhistoire naturelle de
la maladie. En absence de Tf, les prŽcurseurs Žrythro•des ne sont pas approvisionnŽs en fer, ce
qui entra”ne lÕanŽmie. La surcharge en fer associŽe est due, dÕune part ̂  lÕaccumulation du fer

                                                
5 HIF est un rŽgulateur-clŽ en situation dÕhypoxie. CÕest un dim•re HIF#/HIF" . HIF# nÕest pas prŽsent

dans une cellule en situation normoxique car elle hydroxylŽe permettant sa liaison avec la protŽine VHL qui
entra”ne son ubiquitination puis sa dŽgradation dans le protŽasome. En situation dÕhypoxie, HIF# nÕest pas
hydroxylŽe et peut interagir avec p300 et HIF" . Ce complexe HIF/p300 se lie aux Hypoxia Responsive Element
(HRE) prŽsents dans de nombreux g•nes, en particulier le g•ne de lÕEPO (voir paragraphe Ç!Erythropo••se!È).
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non liŽ ̂  la transferrine (NTBI pour Non Transferrin Bound Iron) dans les organes, et, dÕautre
part, ̂  une augmentation de lÕabsorption intestinale de fer pour compenser lÕanŽmie[56]. Ce
mod•le est tr•s utilisŽ pour distinguer les rŽgulations liŽes ̂  lÕapparition dÕune anŽmie, des
rŽgulations consŽcutives ˆ une dŽficience en fer des tissus puisque ces souris sont surchargŽes
en fer.

$  Lactoferrine (pour revue, voir[85])

La lactoferrine fait partie de la famille des transferrines (pour revue, voir[205]). Elle
est capable de lier le fer avec plus dÕaffinitŽ que la Tf. Elle est retrouvŽe dans le lait, les
sŽcrŽtions muqueuses, la sueur et les granules des neutrophiles. Le g•ne du rŽcepteur de la
lactoferrine est exprimŽ par les lymphocytes et cette expression est associŽe ˆ lÕactivation des
lymphocytes. Ainsi, la lactoferrine joue un r™le important dans la rŽponse immunitaire en
rŽgulant la prolifŽration et lÕactivation des lymphocytes mais aussi des cellules Natural Killer
et des monocytes. La lactoferrine a de plus une activitŽ antibactŽrienne. Mais elle ne semble
pas avoir de r™le essentiel dans le mŽtabolisme du fer car en absence de lactoferrine (souris
KO lactoferrine) aucune perturbation du mŽtabolisme du fer nÕest observŽe[387].

$  Lipocaline neutrophile (NGAL ou 24p3)

Les lipocalines forment une famille de petites molŽcules solubles avec une structure
tridimensionnelle conservŽe (8 feuillets "  anti-parall•les, 3 ˆ 10 hŽlices ̂ lÕextrŽmitŽ N-
terminale et une hŽlice # en C-terminal)[403]. La lipocaline neutrophile NGAL (Neutrophil
Gelatinase Associated Lipocalin) est une protŽine de 25kDa. Elle est prŽsente dans les
granules de neutrophiles et dans les cellules ŽpithŽliales en rŽponse ̂ des signaux
inflammatoires. NGAL a ŽtŽ initialement impliquŽe dans la diffŽrenciation cellulaire, la
tumorigŽn•se et lÕapoptose. Son r™le dans ces diffŽrents mŽcanismes reste ̂  ce jour mal
connu. En 2002, une Žquipe amŽricaine a permis dÕŽtablir que NGAL est capable de se lier ˆ
des sidŽrophores6 contenant du Fe3+ et chargŽs nŽgativement. Contrairement ̂ la Tf et ̂  la
lactoferrine, NGAL nÕest pas capable de se lier aux ions fer directement car ils sont chargŽs
positivement. La liaison de NGAL ˆ des sidŽrophores serait spŽcifique aux sidŽrophores de
type catecholate[127]. Ainsi, NGAL produite dans une situation dÕinflammation serait
capable de dŽtourner le fer utilisŽ par les bactŽries et essentiel ̂ leur survie, elle aurait par
cette propriŽtŽ une action complŽmentaire ˆ la lactoferrine.

Chez la souris, la protŽine Ngal est retrouvŽe dans un compartiment intracellulaire de
progŽniteurs ŽpithŽliaux du rein diffŽrent de celui o• lÕon retrouve la Tf[402]. Des Žtudes de
transport du complexe lipocaline neutrophile-sidŽrophore ont montrŽ quÕil existait un
rŽcepteur pour NGAL au niveau des cellules ŽpithŽliales du rein[402]. Le rŽcepteur murin de
Ngal vient tout juste dÕ•tre clonŽ[71]. Le g•ne de ce rŽcepteur semble •tre exprimŽ dans un
grand nombre de tissus et sa surexpression dans des cellules confirment le r™le de Ngal dans

                                                
6 Les sidŽrophores sont des molŽcules de faible poids molŽculaire produites par les microorganismes

pour chŽlater le fer ferrique (Fe3+) avec une tr•s haute affinitŽ et •tre ensuite captŽes par des rŽcepteurs
spŽcifiques.
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le transport de fer et lÕapoptose[71]. Ces deux r™les seraient exclusifs en fonction de la liaison
ou non de Ngal avec un complexe contenant du fer[71].

Des souris KO Ngal (ou lipocalin 2) sont normales et viables quand elles sont ŽlevŽes
dans un environnement sans pathog•nes ce qui sugg•re que la lipocaline nÕaurait pas de r™le
en situation non pathologique. En effet, le r™le de NGAL dans la liaison du fer en situation
physiologique impliquerait lÕexistence de sidŽrophores endog•nes ̂ lÕorganisme ce qui,
jusquÕˆ maintenant, reste ̂  montrer. Lorsque les souris KO Ngal sont infectŽes par une
bactŽrie (E coli H9049), elles prŽsentent une bactŽrŽmie et une mortalitŽ plus ŽlevŽes que les
souris contr™les, confirmant leur r™le antibactŽrien[102].

Les rŽcepteurs de la transferrine!: RTf1 et RTf2

$  RTf1 (pour revue, voir[4])
Le rŽcepteur de la transferrine (codŽ par le g•ne TFR1) est formŽ de deux sous-unitŽs

de 90 kDa chacune. Une tige relie la partie globulaire extracellulaire de la partie membranaire
de la protŽine (Figure 11A). Cette rŽgion est un site de clivage!: apr•s protŽolyse par une
sŽrine protŽase, diffŽrents fragments de RTf1 sont produits. La partie extracellulaire libŽrŽe
dans le plasma, est appelŽe le RTf sŽrique ou soluble (RTfs)[177] (Figure 11B). Cette forme
soluble circule dans le plasma liŽe ̂  la Tf. Sa fonction est inconnue, mais un r™le rŽgulateur
du RTfs a ŽtŽ proposŽ permettant lÕajustement de lÕabsorption intestinale de fer et le relargage
du fer macrophagique[61]. LÕintŽr•t du dosage du RTfs dans le bilan martial est sujet ̂
controverse[48]. Certains lÕutilisent comme indicateur de lÕŽrythropo••se et des rŽserves en
fer[20]. La quantitŽ de RTf1 sŽrique serait proportionnelle ̂ la quantitŽ de RTf1 prŽsents ˆ la
surface des cellules, en particulier des prŽcurseurs Žrythro•des. Lorsque lÕactivitŽ Žrythro•de
augmente, et par lˆ le nombre dÕŽrythroblastes, la quantitŽ de RTfs augmente. De m•me, en
prŽsence dÕune carence en fer, la quantitŽ de RTfs sÕŽl•ve.

Figure !!" Structure et produits de clivage de RTf!
A" Structure cristallographique du dim%re RTf!& / droite est figur$ un monom%re"
B" Produits de clivage de RTf!" TfR : RTf! ; mfTfR : fragment membranaire de RTf! ; sTfR : RTf!
soluble"
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LÕaugmentation de la production de RTf1 en situation de privation de fer est liŽe ̂  la
prŽsence de sŽquences de rŽgulation sur la partie 3Õ non traduite de lÕARNm, les IRE!(Iron
Responsive Element): en absence de fer, les IRP (Iron Regulatory Protein) se lient aux IRE et
stabilisent lÕARNm RTf1 ce qui entra”ne une augmentation de protŽines produites (voir
chapitre Ç!Syst•me IRP/IRE!È). La quantitŽ de RTf1 est Žgalement sensible ̂ lÕŽtat prolifŽratif
de la cellule!: plus une cellule prolif•re, plus elle poss•de de grandes quantitŽs de RTf1 ˆ sa
surface[294, 363].

Le g•ne codant pour RTf1 est exprimŽ dans les globules rouges, les prŽcurseurs
Žrythro•des, les hŽpatocytes, les monocytes et les cellules formant la barri•re hŽmato-
encŽphalique.

Ë pH 7,4, RTf1 ne se lie quÕˆ la Tf liŽe ̂  un ou deux atomes de fer. Chaque sous-unitŽ
de RTf1 est capable de se lier ˆ HFE, HFE entrant en compŽtition avec lÕholoTf pour la
liaison ˆ RTf1[122, 333] (voir paragraphe Ç!HFE!È).

LÕacquisition du fer par les cellules via le cycle Tf-RTf1 (voir chapitre Ç!LÕutilisation
du fer via le cycle Tf/RTf!È) joue un r™le central dans le dŽveloppement car une absence de
RTf1 entra”ne une lŽtalitŽ embryonnaire chez la souris au stade E10.5-E12.5[223]. LÕŽtude de
souris chim•res crŽŽes ̂ partir de cellules ES sans RTf1 injectŽes dans des blastocystes de
gŽnotype sauvage pour le g•ne TfR1, a permis dÕŽtablir que ce r™le semble essentiel surtout
pour la production de cellules hŽmatopo•Žtiques[274]. En effet, ces chim•res nÕont pas de
cellules TfR1-/- dans les tissus hŽmatopo•Žtiques (moelle osseuse, rate, thymus) car de telles
cellules ne survivent pas, alors que les autres tissus contiennent des cellules sans RTf1.

$  RTf2 (pour revue, voir[362])

Le g•ne codant pour RTf2 (TFR2), clonŽ en 1999 par Kawabata et al.[178], est ̂
lÕorigine de deux transcrits, une forme # de 2,9 kb et une forme "  de 2,5kb. Il est probable
que la forme "  qui ne poss•de pas les exons 1, 2 et 3, reprŽsente une forme intracellulaire
soluble du rŽcepteur. La forme # est majoritairement exprimŽe dans le foie et Žgalement dans
les prŽcurseurs Žrythro•des et les cellules duodŽnales (cryptes et villositŽs)[65, 135, 179],
alors que la forme "  est faiblement exprimŽe dans tous les tissus[178]. RTf2 est Žgalement
exprimŽ par un grand nombre de lignŽes cellulaires dŽrivŽes de tumeurs solides de diffŽrents
tissus[65].

Plusieurs Žquipes ont montrŽ que la quantitŽ de protŽine RTf2 Žtait augmentŽe in vitro
par traitement de lignŽes cellulaires ̂ lÕholoTf[65, 173, 322] mais pas apr•s traitement au fer
non liŽ ̂  la Tf[173, 322]. De plus, in vivo, lors dÕune surcharge en fer expŽrimentale (rŽgime
riche en fer) ou pathologique (souris KO Hfe, souris thalassŽmiques), les taux de RTf2 sont
Žgalement augmentŽs[322]. Cette augmentation de quantitŽ de protŽine RTf2 nÕest pas liŽe ̂
une augmentation de lÕARNm[173, 322] mais serait due ̂ une augmentation de la demi-vie de
la protŽine[173]. Cette rŽgulation de RTf2 par le fer est diffŽrente de celle de RTf1. En effet,
lÕARNm RTf2, contrairement ˆ celui de RTf1, ne poss•de pas de sŽquence IRE (voir chapitre
Ç!Syst•me IRP/IRE!È). DÕautre part, alors que RTf1 est rŽgulŽ nŽgativement par le fer, la
surcharge en fer augmente la quantitŽ de RTf2.
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RTf2 est homologue ̂ RTf1 (45% dÕidentitŽ et 66% de similaritŽ dans le domaine
extracellulaire) mais lie lÕholoTf avec une affinitŽ 25 fois plus faible.[178, 390]. Enfin, RTf2
nÕest pas capable de lier la protŽine HFE.

LÕimplication de RTf2 dans lÕhŽmochromatose hŽrŽditaire[35] (voir chapitre
Ç!HŽmochromatose hŽrŽditaire!È) sugg•re que RTf2 aurait un r™le de rŽgulation de
lÕhomŽostasie du fer via la rŽgulation de lÕexpression du g•ne hepcidine[180, 278] (voir
chapitre Ç!Hepcidine et dŽsordres du mŽtabolisme du fer!È).

Ferritine!: la protŽine de stockage

(voir revues[11, 145])

La ferritine a ŽtŽ cristallisŽe en 1937 ̂  partir de rate de cheval (cÕŽtait la deuxi•me
protŽine cristallisŽe apr•s la peroxydase de raifort). La ferritine est formŽe de 24 sous-unitŽs
de types H (heavy, cha”ne lourde) et/ou L (light, cha”ne lŽg•re) (Figure 12). Chaque molŽcule
de ferritine de 450 kDa peut sŽquestrer jusquÕˆ 4500 atomes de fer.

Figure !+" Proportion des sous'unit$s lourdes (H) et l$g%res (L) composant la ferritine dans
diff$rents tissus
Les homopolym%res de sous'unit$s H (H +3L: ) et L (H : L+3) sont repr$sent$s respectivement en haut et
en bas de la figure et les h$t$ropolym%res de contenu d$croissant en sous'unit$ H sont plac$s entre
les homopolym%res" Les tissus sont plac$s en fonction de leur quantit$ relative de sous'unit$s H et L /
droite de la figure (Ex : ferritine musculaire H +: L3& ferritine h$patique H+'0L++'+!)"

Seules les sous-unitŽs H sont capables dÕoxyder le fer, produisant ̂ chaque oxydation
du peroxyde dÕhydrog•ne, composŽ rŽactif qui pourrait •tre ˆ lÕorigine de la formation de
lÕhŽmosidŽrine (voir ci-dessous). Les sous-unitŽs L seraient capables de former des centres de
nuclŽation de fer plus facilement et donc de stocker plus de fer. Les cellules contenant de la
ferritine riche en sous-unitŽs L sont celles qui sont chargŽes du stockage du fer (hŽpatocytes,
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macrophages) (Figure 12). Les ferritines riches en sous-unitŽs H se retrouvent dans le cÏur et
le cerveau (Figure 12).

La ferritine sŽrique, souvent utilisŽe en clinique pour Žvaluer les stocks en fer ou lÕŽtat
inflammatoire, est composŽe essentiellement de sous-unitŽs L dont une partie est glycosylŽe.
Elle est sŽcrŽtŽe par les hŽpatocytes et les macrophages, mais son mode de sŽcrŽtion est
encore mal connu. En effet, la ferritine ne contient pas de site consensus de type peptide
signal guidant la protŽine dans la voie de sŽcrŽtion. Une Žtude rŽcente dans des lignŽes
hŽpatomateuses tend ̂  montrer que la ferritine sŽrique est issue du m•me transcrit que la
ferritine cytoplasmique et que, cÕest au moment de la traduction de cet ARNm unique, sous la
dŽpendance dÕun facteur sŽrique non encore identifiŽ, que se constitue un pool de protŽines ̂
destinŽe cytoplasmique et un pool de protŽines ˆ destinŽe de sŽcrŽtion[121].

Enfin, il existe une forme mitochondriale de la ferritine impliquŽe dans lÕaccumulation
de fer retrouvŽe dans les anŽmies sidŽroblastiques (voir paragraphe Ç!Erythropo••se et
synth•se de lÕhŽmoglobine!È)[219]. Cette troisi•me ferritine codŽe par un g•ne de lÕADN
nuclŽaire, poss•de le m•me site ferroxydase que la ferritine H et un site dÕexport vers la
mitochondrie (voir revue[220]).

LÕhŽmosidŽrine se trouve dans les tissus surchargŽs en fer, elle est issue de la
dŽgradation de la ferritine dans des lysosomes. Les lysosomes contenant de lÕhŽmosidŽrine
sont appelŽs sidŽrosomes. CÕest lÕhŽmosidŽrine que lÕon dŽtecte lorsquÕon fait une coloration
de Perls au bleu de Prusse7.

LÕARNm de la ferritine contient dans sa rŽgion 5ÕUTR un IRE (Iron Responsive
Element). Cet ŽlŽment de rŽgulation est reconnu par les protŽines IRP (Iron Regulatory
Proteins) produites en situation de dŽficience en fer qui se fixent sur lÕIRE, emp•chant la
traduction de la ferritine (voir chapitre Ç!Syst•me IRP/IRE!È). La ferritine H est Žgalement
augmentŽe par le fer par une activation de la transcription de son g•ne[391].

Les cytokines inflammatoires entra”nent une production plus importante de ferritine
par augmentation de la transcription du g•ne codant pour la ferritine H et de la traduction des
ARNm des ferritines H et L[331, 358]. Ainsi, une augmentation de la ferritine sŽrique nÕest
pas forcŽment liŽe ˆ une augmentation des rŽserves en fer, mais peut traduire, dans les
syndromes inflammatoires, une action directe des cytokines sur la synth•se de ferritine.

Enfin, il est ̂  noter que lÕexpression du g•ne codant pour la ferritine H est diminuŽe
par lÕoncog•ne c-myc[395].

Des mutations dans lÕIRE de la ferritine L, ont ŽtŽ retrouvŽes chez des patients atteints
du syndrome cataracte hyperferritinŽmie[18] (OMIM n¡600886 et revue[39]). Chez ces
patients, la ferritine L est produite de fa•on constitutive et son accumulation dans le cristallin
entra”ne une cataracte. DÕautres mutations de la ferritine L ont ŽtŽ dŽcrites comme
responsables de troubles neurologiques apparaissant ̂ lÕ‰ge adulte. Ces troubles

                                                
7 Le principe de la coloration de Perls est basŽ sur la libŽration du fer de la partie protŽique par un

traitement acide. Les ions ferriques rŽagissent alors avec le ferrocyanure de potassium pour donner un prŽcipitŽ
couleur bleu de Prusse.
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neurologiques sont associŽs ̂  une surcharge martiale dans le cerveau appelŽe
Ç!neuroferritinopathie!È[57] (OMIM n¡606159 et revue[221]). Dans ce cas, une ferritine L
anormale est produite conduisant ̂ lÕaccumulation de fer soluble toxique dans le cerveau. Des
mutations dans lÕIRE de la ferritine H sont associŽes ˆ une surcharge martiale multiviscŽrale
(foie, cÏur, rate, moelle osseuse) ˆ transmission dominante[176] (OMIM n¡134770).

LÕabsence de ferritine H chez la souris entra”ne une lŽtalitŽ embryonnaire, montrant
que les deux sous-unitŽs L et H ne sont pas redondantes[91]. Les souris hŽtŽrozygotes FtH+/-
nÕont pas de perturbations du mŽtabolisme du fer, mais, chez ces souris, on retrouve une plus
grande quantitŽ de ferritine L probablement suite ̂  un mŽcanisme de compensation via un
changement local du fer intracellulaire[92]. RŽcemment, une Žquipe suisse a dŽveloppŽ un
mod•le KO conditionnel de la ferritine H afin de pallier la lŽtalitŽ embryonnaire et dÕŽtudier
le r™le de cette ferritine dans diffŽrents tissus[60]. La dŽlŽtion est obtenue par excision dÕun
fragment gŽnomique de la ferritine H par une recombinase Cre inductible par lÕinterfŽron
(IFN) (Mx-Cre). Ë 10 semaines, ces souris qui nÕont pas de ferritine H dans le foie et la rate
et qui ont une diminution des transcrits dans plusieurs autres organes, ont une diminution du
fer splŽnique et hŽpatique[60]. Enfin, la diminution des stocks en fer nÕentra”ne pas dans ces
souris dÕaltŽration des param•tres hŽmatologiques[60].

Les transporteurs membranaires de fer!: DMT1, Nramp1, ferroportine

$  DMT1 (pour revue, sur DMT1 et Nramp1, voir[240])

DMT1 pour Divalent Metal Transporter 1 est appelŽ aussi Divalent Cation Transporter
1 (DCT1)[138], Nramp2 (Natural resistance associated macrophage protein 2[137] car il est
homologue ̂ 78% ̂  Nramp1 (voir plus bas)) et Slc11a2 (Solute carrier family 11 de la famille
des transporteurs dÕions mŽtal divalents couplŽs aux protons). DMT1 est une protŽine ̂ 12
domaines transmembranaires permettant le transport dÕun grand nombre de cations divalents
(au moins in vitro)!: Fe2+, Mn2+, Ni2+, Co2+, Cd2+, Zn2+, gr‰ce ˆ un gradient de protons. Cette
protŽine ne peut donc transporter le fer quÕˆ la faveur dÕun pH acide (lumi•re duodŽnale
contenant des sucs gastriques ou endosome acidifiŽ). Elle nÕest pas capable de transporter le
fer ferrique (Fe3+) ce qui nŽcessite la prŽsence dÕune ferrirŽductase en amont de DMT1 (voir
paragraphe sur Ç!les ferrirŽductases!È) car le Fe2+ soluble est rare car toxique.

DMT1 est un transporteur prŽsent de fa•on ubiquiste, mais dont lÕARNm est prŽsent
en grande quantitŽ dans le duodŽnum de souris dŽficientes en fer et dans le rein.

Il existe quatre isoformes de DMT1. Deux isoformes dues ̂ la prŽsence ou non en
3ÕUTR dÕun Iron Responsive Element (IRE). Lorsque lÕIRE est prŽsent, lÕARNm DMT1 est
soumis ̂  une rŽgulation post-transcriptionnelle par le fer via les IRP (Iron Regulatory
Protein)!: en absence de fer, lÕARNm DMT1+IRE (isoforme portant lÕIRE) est stabilisŽ et la
protŽine produite en plus grande quantitŽ (voir chapitre Ç!Syst•me IRP/IRE!È). Les deux
autres isoformes sont dues ̂ lÕutilisation dÕun promoteur alternatif conduisant ̂ la formation
de premiers exons diffŽrents appelŽs exon 1A et exon 1B[159]. La prŽsence de lÕexon 1A, au
lieu de lÕexon 1B dans lÕARNm, participerait ̂  la rŽgulation par le fer de DMT1. Les
mŽcanismes dÕune telle rŽgulation sont encore inconnus.
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LÕexpression de ces quatre isoformes (DMT1 1A +IRE, DMT1 1A -IRE (isoforme
sans IRE), DMT1 1B +IRE, DMT1 1B -IRE) est tissu spŽcifique[159] (Figure 13).

Figure !0" Expression des diff$rentes isoformes de DMT! dans les tissus
RT'PCR utilisant des amorces sp$cifiques de chaque isoforme / partir d#ARNm de 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! $tant la partie la
plus proxumale ; 4# end variants : isoformes diff$rant par leur partie 4# ; 0# end variants : isoformes
diff$rant par leur partie 0#"

Le r™le de DMT1 a pu •tre mis en Žvidence par lÕŽtude de mutants naturels chez la
souris et le rat!: la souris mk (pour microcytic anemia) et le rat Belgrade (b) prŽsentent une
anŽmie microcytaire hypochromique sŽv•re et peu dÕanimaux survivent jusquÕau sevrage. Il a
ŽtŽ montrŽ que dans ces deux mod•les rongeurs existe une mutation du g•ne codant pour
DMT1 convertissant la glycine situŽe en position 185 (en prenant la numŽrotation de
lÕisoforme 1B) en arginine (G185R)[96, 97]. La substitution G185R entra”ne une mauvaise
localisation de DMT1 dans lÕentŽrocyte, DMT1 se retrouvant ̂ lÕintŽrieur de la cellule au lieu
dÕ•tre ̂ la surface apicale[36]. La mutation nÕaffecte pas seulement la fonction de DMT1 au
niveau du duodŽnum puisque lÕadministration de fer parentŽrale ne restaure pas la dŽficience
en fer des globules rouges montrant ainsi le r™le primordial de DMT1 dans lÕacquisition du
fer par les prŽcurseurs Žrythro•des (voir chapitre Ç!LÕutilisation du fer via le cycle
Tf/RTf!È)[115]. La crŽation de souris KO Slc11a2 conditionnel tissu spŽcifique utilisant la
technique Cre/LoxP a permis de confirmer le r™le primordial de DMT1 dans lÕabsorption
intestinale de fer et dans le cycle Tf-RTf1 des prŽcurseurs Žrythro•des[139]. En revanche, la
prŽsence dÕune surcharge en fer dans ces souris indique que DMT1 nÕest pas essentiel pour
lÕentrŽe du fer dans lÕhŽpatocyte[139] et remet en cause le r™le de DMT1 dans lÕacquisition du
NTBI par les hŽpatocytes suggŽrŽ par lÕŽquipe de D. Trinder[49, 360].

RŽcemment ont ŽtŽ dŽcrits des patients prŽsentant des mutations dans le g•ne
SLC11A2[167, 258]. Ces patients ont une anŽmie sŽv•re et, contrairement aux mod•les mk et
Belgrade, une surcharge tissulaire en fer. Il semble que, chez ces patients, le dŽficit de DMT1
au niveau duodŽnal soit compensŽ par dÕautres voies dÕentrŽe du fer (augmentation de
lÕabsorption du fer hŽminique par exemple) et que lÕanŽmie sÕexplique par une Žrythropo••se
inefficace. La surcharge en fer associŽe est probablement liŽe au stockage du fer non utilisŽ
par les prŽcurseurs Žrythro•des. Cette hypoth•se est renforcŽe par lÕexpŽrience de
transplantation de cellules souches hŽmatopo•Žtiques KO Slc11a2 dans une souris irradiŽe
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portant le g•ne sauvage!: un dŽfaut uniquement au niveau hŽmatopo•Žtique suffit ˆ reproduire
ˆ la fois lÕŽrythropo••se inefficace et la surcharge en fer hŽpatique[139].

$  Nramp1

Nramp1 (Natural resistant associated macrophage protein 1) tient son nom du fait que
des souris mutŽes pour ce g•ne prŽsentent une susceptibilitŽ accrue aux infections par des
pathog•nes intracellulaires[371]. Nramp1, rŽcemment renommŽe Slc11a1 (de la m•me famille
que Nramp2 alias DMT1), est une protŽine tr•s hydrophobe de 56 kDa, formant 12 domaines
transmembranaires, prŽsente exclusivement dans les monocytes et macrophages[371].
Nramp1 est localisŽe dans les lysosomes et les endosomes tardifs et recrutŽe rapidement ̂ la
membrane des phagosomes matures. La transfection dÕune lignŽe de macrophages dŽpourvue
de Nramp1 endog•ne (lignŽe RAW264.7) avec des constructions portant la sŽquence codante
de Nramp1 a permis de dŽmontrer son r™le de transporteur de fer au niveau du
phagosome[198, 414]. Ce transport pourrait se faire dans les deux sens (vers lÕintŽrieur du
phagosome ou vers le cytosol) en fonction du pH.

$  Ferroportine (pour revue, voir[252])

DŽcouverte indŽpendamment par trois groupes diffŽrents, elle a hŽritŽ de trois noms
diffŽrents!: Ferroportin1 ou ferroportin[73], Ireg1 (Iron regulated protein 1)[249], MTP1
(Metal Transporter Protein 1)[1], pour sÕappeler par la suite Slc11a3 (solute carrier family 11
member 3) et Slc40a1 (solute carrier family 40 member 1). CÕest ˆ ce jour le seul exporteur
cellulaire de fer connu.

Sa topographie (de 9 ̂  12 domaines transmembranaires)[1, 70, 73, 232, 249, 252] et sa
prŽsence sous forme de dim•re[63] ou monom•re[311] sont encore sujettes ̂ controverse. La
ferroportine est retrouvŽe dans le duodŽnum ̂ la membrane basolatŽrale des entŽrocytes[1,
73, 249], faiblement dans les hŽpatocytes[1, 73], dans les macrophages de la rate[1, 400], des
poumons[400] et du foie[1, 73], dans le placenta[73, 249], dans le cerveau[1, 32], dans le
rein[1, 73] et dans le coeur[1].

La ferroportine, comme la ferritine, porte un IRE dans la partie 5ÕUTR de son ARNm
(voir chapitre Ç!Syst•me IRP/IRE!È). Il a ŽtŽ montrŽ, quÕin vitro cet IRE est fonctionnel dans
trois lignŽes cellulaires : HepG2 (lignŽes hŽpatomateuse), CaCo2 (lignŽe de carcinome
intestinal) et U937 (lignŽe lympho-monocytaire)[239]. Tr•s rŽcemment, il a ŽtŽ dŽcrit, dans
les cellules Žrythro•des, lÕexistence de transcrits alternatifs de la ferroportine avec des formes
ne possŽdant pas dÕIRE. Selon les auteurs, la prŽsence de ces formes dŽpourvues dÕIRE
pourrait expliquer lÕabsence de rŽgulation de la ferroportine par le fer dans ces cellules[50].

Il semble admis que la ferroportine est produite en plus grande quantitŽ dans un
macrophage traitŽ au fer, via une augmentation des taux dÕARNm et une augmentation de la
traduction, comme attendue, par le syst•me IRP/IRE[189, 401]. En revanche, dans le
duodŽnum, la ferroportine semble rŽpondre essentiellement ˆ une rŽgulation systŽmique plus
quÕˆ un stimulus local[37, 43]. En effet, dans le duodŽnum, la ferroportine est augmentŽe et
non diminuŽe en situation de dŽficience en fer[105, 249]. Cette rŽgulation systŽmique de la
ferroportine a ŽtŽ ŽlucidŽe rŽcemment par la dŽcouverte du r™le de lÕhepcidine!: lÕhepcidine
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est capable de lier la ferroportine et conduit ̂  son internalisation et sa dŽgradation ex
vivo[277]. Ces rŽsultats ont, par la suite ŽtŽ reproduits par une autre Žquipe [77] et la
diminution des taux protŽiques de ferroportine par lÕhepcidine a ŽtŽ retrouvŽe in vitro dans les
macrophages[66, 190].

Le traitement de macrophages au lipopolysaccharide (LPS), entra”nant une rŽaction
inflammatoire, conduit ̂  la diminution du taux dÕARNm codant pour la ferroportine[400].
Cette diminution de la transcription par un mŽcanisme encore inconnu pourrait expliquer en
partie la rŽtention de fer dans les macrophages des patients ayant une inflammation (voir
chapitre Ç!Hepcidine et dŽsordres du mŽtabolisme du fer È).

Des mutations dans le g•ne SLC40A1 entra”nent lÕapparition dÕune hŽmochromatose
adulte ˆ transmission dominante (voir chapitre Ç!HŽmochromatose hŽrŽditaire!È).

Des souris KO Slc40a1 ont ŽtŽ crŽŽes en utilisant le syst•me Cre/LoxP permettant une
dŽlŽtion conditionnelle du g•ne[74]. La dŽlŽtion totale du g•ne codant pour la ferroportine
dans tous les tissus conduit en effet ̂  une lŽtalitŽ embryonnaire 7,5 jours apr•s la conception
(stade E7.5), dŽmontrant le r™le essentiel de la ferroportine au niveau du dŽveloppement. Des
souris exprimant le g•ne Slc40a1 uniquement dans lÕendoderme extraembryonnaire et le
placenta (par lÕutilisation dÕune souris Meox2-Cre qui exprime la Cre dans tous les autres
organes) sont en effet viables ̂  la naissance. Apr•s la naissance, lÕabsence de ferroportine
conduit ̂  lÕapparition dÕune anŽmie ferriprive avec accumulation du fer dans les entŽrocytes,
les macrophages et les hŽpatocytes. La dŽlŽtion spŽcifique du g•ne dans les entŽrocytes
conduit, elle, ̂  une anŽmie ferriprive avec accumulation du fer dans le duodŽnum, mais le fer
ne sÕaccumule pas dans le foie ou la rate. Cette anŽmie est restaurŽe par lÕadministration de
fer parentŽrale. Cet ensemble dÕexpŽriences montre le r™le essentiel de la ferroportine comme
exporteur de fer des cellules du parenchyme et des macrophages.

Les ferrirŽductases!: Dcytb! et Steap3

$  Dcytb

La rŽductase Dcytb (Duodenal Cytochrome b ou Cybrd1) a ŽtŽ clonŽe en 2001[250].
Dcytb est une protŽine membranaire prŽsente ̂ la surface apicale des entŽrocytes. Elle est
Žgalement prŽsente dans le foie et la rate[207]. Elle contient deux sites potentiels de fixation
de lÕh•me. Elle est homologue au cytochrome b561. La quantitŽ de Dcytb est augmentŽe dans
le duodŽnum de souris anŽmiques (mod•le hpx, voir paragraphe Ç!transferrine!È) et en
situation dÕhypoxie[250], ou de souris en rŽgime pauvre en fer[105, 251].

Le r™le de Dcytb dans lÕabsorption intestinale a ŽtŽ rŽcemment remis en cause par la
crŽation de souris KO pour ce g•ne[140]. Ces souris ne prŽsentent en effet pas dÕanŽmie ou de
diminution des rŽserves en fer comme on pouvait sÕy attendre et tel que lÕon peut lÕobserver
chez les animaux mutŽs pour le transporteur DMT1[96, 97, 139] (voir ci-dessus).

$  Steap3

Steap 3 pour Six-Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate 3 (aussi appelŽe
pHyde, TSAP6 et Dudulin2) a ŽtŽ identifiŽe par lÕŽtude des souris mutantes nm1504 comme
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la ferrirŽductase endosomale impliquŽe dans la capture du fer apr•s endocytose de lÕholoTf.
Les souris nm1504 ont un phŽnotype plŽiotropique (alopŽcie, infertilitŽ m‰le, hydrocŽphalie,
anŽmie hypochromique microcytaire) due ̂  une large dŽlŽtion gŽnomique (41,6 Mb)[290]. Le
g•ne responsable de lÕanŽmie, Steap3, a ŽtŽ identifiŽ par clonage positionnel et son r™le direct
a ŽtŽ dŽmontrŽ par des expŽriences de restauration de lÕanŽmie des souris nm1504 par lÕapport
de Steap3 sauvage[291]. Cette protŽine est une protŽine transmembranaire contenant deux
histidines capables de lier une molŽcule dÕh•me et elle poss•de une activitŽ ferrirŽductase
NAD(P)H dŽpendante. Elle est synthŽtisŽe dans les tissus hŽmatopo•Žtiques et dans le foie
adulte. Dans le foie des souris nm1504, le dŽficit en Steap3 est probablement compensŽ par
dÕautres rŽductases.

Les ferroxydases!: la cŽruloplasmine et lÕhŽphaestine

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

La cŽruloplasmine est une ferroxydase circulante produite par le foie. La CP circulante
facilite, par sa fonction dÕoxydation du fer, la sortie du fer des cellules. PurifiŽe en 1948 par
Holmberg et Laurell, la cŽruloplasmine est une protŽine de couleur bleu ciel
(Ç!caeruloplasmine!È vient de caeruleus, bleu ciel en latin) prŽsentant une activitŽ p-
phenylenediamine oxydase. Sa couleur vient des trois atomes de cuivre quÕelle contient
essentiels ˆ son activitŽ ferroxydase. Cette activitŽ nÕa ŽtŽ reconnue quÕen 1960 par lÕŽquipe
de Curzon[58] puis par celle de Osaki, Johnson et Frieden[293]. La demi-vie de la CP est de
5,5 jours dans le sang.

Dans lÕhŽpatocyte, deux transcrits de 3,7 et 4,2 kb sont issus du g•ne codant pour la
cŽruloplasmine (Figure 14) et sont ensuite traduits pour former la protŽine de 1046 acides
aminŽs sŽcrŽtŽe dans le sang. Les sources extrahŽpatiques de CP sont moins abondantes, il
sÕagit de la rate et des poumons. De plus, dans le cerveau et les testicules, la CP est produite
sous une forme ancrŽe ̂ la membrane par un groupement GPI[103, 303]. Cette forme de CP
pourrait jouer un r™le dans le transport du fer ̂  travers les barri•res sŽparant le compartiment
sanguin du cerveau et des cellules germinales. La CP est Žgalement dŽtectable dans le sac
vitellin et le foie fÏtal.

Il a ŽtŽ dŽcrit lÕexistence possible de rŽcepteurs de la CP sur lÕendothŽlium
hŽpatique[350] et les cellules de Kupffer[72]. La nature et le r™le exacts de ces rŽcepteurs
restent nŽanmoins ˆ dŽfinir. Ces rŽcepteurs pourraient •tre impliquŽs dans la clairance de la
CP.

Le taux sŽrique de CP est augmentŽ lors dÕune inflammation suite ̂  lÕaugmentation de
la transcription du g•ne dans les hŽpatocytes, la CP est ̂  ce titre une protŽine de la phase
aigu‘ de lÕinflammation[125]. La synth•se de CP est Žgalement augmentŽe par les
oestrog•nes. La prŽsence dÕun ŽlŽment de rŽponse ̂ HIF dans le promoteur du g•ne indique
que la CP est induite en situation dÕhypoxie (voir note de bas de page n¡5)[271].

Des faibles taux de CP sont dŽtectŽs chez des patients atteints de la maladie de
Wilson[337]. Cette maladie est due ̂  une mutation dans le g•ne codant pour une ATPase
responsable du transport du cuivre dans le rŽseau Golgi (ATP7B, OMIM n¡277900). En
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absence de cette ATPase, le cuivre ne peut •tre incorporŽ dans la CP. Il en rŽsulte une
accumulation du cuivre dans le foie et le cerveau conduisant ̂ lÕapparition de cirrhose et de
troubles neurologiques. Les dŽp™ts de cuivre au niveau de lÕÏil se manifestent par la prŽsence
dÕanneaux dits de Kayser-Fleischer sur la cornŽe.

LÕabsence de CP circulante dŽtectable, ou acŽruloplasminŽmie (OMIM n¡604290, voir
revue[262]), est une maladie rare ̂  transmission autosomique rŽcessive due ̂  des mutations
dans le g•ne CP (Figure 14) et qui a pour consŽquence une dŽgŽnŽrescence de la rŽtine, des
troubles neurologiques (ataxie, dysarthrie), le dŽclenchement dÕun diab•te et une
accumulation de fer dans le cerveau (tronc cŽrŽbral, cervelet, rŽtine), le pancrŽas et le foie
(dans les macrophages et les hŽpatocytes). Il est ̂  noter que, contrairement aux patients
atteints dÕhŽmochromatose, la surcharge martiale dans le foie des patients atteints
dÕacŽruloplasminŽmie nÕest pas associŽe ˆ une dysfonction hŽpatique (absence de fibrose).

Figure !3" Structure de l#ADNc humain CP et mutations conduisant / l#ac$ruloplasmin$mie
En gris sont repr$sent$s les exons" Missense mutation : mutation faux sens ; splice site mutation :
mutation dans un site d#$pissage ; frameshift mutation : mutation < d$calage de lecture = ; nonsense
mutation : mutation STOP"

LÕabsence de cŽruloplasmine par dŽlŽtion gŽnŽtique chez la souris entra”ne
lÕaccumulation du fer dans les hŽpatocytes et les macrophages, confirmant le r™le essentiel de
la CP pour lÕexport du fer de ces cellules[144, 304, 398]. Dans les souris KO Cp,
lÕaccumulation de fer dans le cerveau, caractŽristique de lÕacŽruloplasminŽmie, est
prŽsente[304] ou non[144] selon le fond gŽnŽtique des souris (C57BL/6J ou black Swiss-
Webster).

RŽcemment, lÕhypoth•se dÕun r™le de la cŽruloplasmine dans lÕabsorption intestinale
de fer en situation dÕanŽmie a ŽtŽ proposŽe par lÕŽtude de souris KO Cp ayant subi des
saignŽes[46]. De fa•on surprenante, ces souris parviennent ̂ relarguer du fer du foie et de la
rate en absence de Cp, remettant en question la dŽpendance ˆ la CP pour lÕexport du fer des
hŽpatocytes et des macrophages[46]. Enfin, ces souris ne sont pas capables de restaurer leur
taux dÕhŽmoglobine malgrŽ le relargage du fer par le foie et la rate[46]. Les auteurs proposent
un r™le de la Cp au niveau de lÕexport de fer des entŽrocytes dans ces souris dont les besoins
en fer pour lÕŽrythopo••se sont augmentŽs par les phlŽbotomies. Dans les entŽrocytes qui
nÕexpriment pas le g•ne Cp, la cŽruloplasmine serait captŽe de la circulation vers lÕintŽrieur
de lÕentŽrocyte et rŽexportŽe ˆ la lamina propria apr•s saignŽe pour permettre au fer de sortir
(Figure 15).
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Figure !4" Sch$ma du r>le potentiel de la Cp dans l#absorption intestinale apr%s phl$botomie
A" Dans une souris normale& l#oxydation du fer& apr%s export par la ferroportine& se fait
essentiellement par l#h$phaestine pr$sente / la membrane basolat$rale de l#ent$rocyte" Les
ent$rocytes seraient capables de capturer la Cp circulante et de la stocker dans un pool intracellulaire"
B" Apr%s phl$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 l#ent$rocyte pour augmenter la capacit$ de
l#ent$rocyte / exporter son fer"

$  HŽphaestine (pour revue, voir[7])

LÕhŽphaestine est une protŽine homologue ̂ la cŽruloplasmine mais, elle nÕest pas
sŽcrŽtŽe, elle est intŽgrŽe ̂ la membrane plasmique!: elle poss•de un passage membranaire en
position C terminale[373] (Figure 16). Son nom vient du dieu grec HŽpha•stos, dieu de la
forge.

Figure !6" Repr$sentation sch$matique de la structure mol$culaire de l#h$phaestine murine
A" Vue lat$rale"
B" Vue du dessus" En noir est figur$e la r$gion d$l$t$e chez les souris sla" TM domain : domaine
transmembranaire ; Cu site : domaine de liaison aux atomes de cuivre"

Le g•ne codant pour lÕhŽphaestine (Heph), portŽ par le chromosome X, est fortement
exprimŽ dans lÕintestin gr•le et faiblement dans le colon. Il est faiblement exprimŽ dans le
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cerveau, la rate, les poumons et le placenta[104, 373]. LÕhŽphaestine nÕest pas prŽsente dans
les cellules de la crypte, et, dans lÕentŽrocyte, la protŽine hŽphaestine est localisŽe dans un
compartiment supranuclŽaire qui pourrait servir de rŽserve[104] et ˆ la membrane
basolatŽrale[201]. Ë la membrane basolatŽrale, elle permettrait lÕoxydation du fer exportŽ par
la ferroportine et ainsi la fixation du fer oxydŽ ˆ la Tf.

La dŽcouverte de lÕhŽphaestine sÕest faite par lÕŽtude de souris sla (pour sex linked
anemia), mutation apparue apr•s irradiation[373] (Figure 16). Ces souris prŽsentent une
anŽmie ferriprive associŽe ˆ une surcharge en fer des entŽrocytes. LÕŽtude gŽnŽtique de ces
souris a montrŽ que le g•ne Heph est dŽlŽtŽ de 582 bases conduisant ̂ la production dÕune
protŽine tronquŽe[373]. Cette protŽine tronquŽe, nÕest plus prŽsente ̂ la membrane
basolatŽrale de lÕentŽrocyte mais uniquement dans le compartiment intracellulaire
supranuclŽaire[201].

LÕhŽphaestine, comme la ferroportine, semble •tre rŽgulŽe au niveau protŽique par un
stimulus systŽmique plut™t que par les quantitŽs de fer intracellulaires[43]. Elle ne poss•de
pas dÕIRE dans son ARNm. Dans la souris sla, qui est anŽmique et dont les entŽrocytes sont
surchargŽs en fer, lÕhŽphaestine est augmentŽe[43, 373] comme chez les souris en rŽgime
pauvre en fer[44, 104] alors que des souris traitŽes par un rŽgime riche en fer expriment autant
le g•ne Heph que des souris contr™les[43].

Aucune mutation dans le g•ne HEPH nÕa ŽtŽ dŽcrite ̂ ce jour chez des patients atteints
dÕanŽmie ferriprive sŽv•re.

Transport de lÕh•me!: lÕhaptoglobine, lÕhŽmopexine, HCP1 et FLVCR

$  Haptoglobine

LÕhaptoglobine est une protŽine de la rŽponse inflammatoire aigu‘. Elle est synthŽtisŽe
par le foie et induite par des cytokines telles lÕIL-6, lÕIL-1 et le tumour necrosis factor (TNF).
CÕest une #2-sialoglycoprotŽine composŽe dÕune cha”ne clivŽe en deux cha”nes, la cha”ne #
amino-terminale et la cha”ne "  carboxy-terminale. Il existe deux formes majeures de cha”nes
# : # 1 et # 2. La frŽquence de lÕall•le codant pour la cha”ne #1 est variable selon les
populations. La cha”ne #2 est capable de se multimŽriser entra”nant lÕexistence dÕun nombre
variable de formes dÕhaptoglobine chez les personnes portant cet all•le. Il existe donc un
polymorphisme conduisant ˆ diffŽrents phŽnotypes dÕhaptoglobine (Tableau 3).

GŽnotype!: Hp1-1 (#1/#1) Hp2-1 (#2/#1) Hp2-2 (#2/#2)

(#1" )2 (#1" )2

(#2" )n

n = 0, 1, 2, É

(#1" )2 + (#2" )n

n = 0, 1, 2, É
Tableau 0" Les diff$rentes formes d#haptoglobine en fonction du g$notype chez
l#homme
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LÕhaptoglobine a pour fonction de complexer lÕhŽmoglobine circulante car
lÕhŽmoglobine libre, comme le fer libre, est tr•s rŽactive et entra”ne la formation de radicaux
libres et la peroxydation des lipides. LÕhaptoglobine, contrairement ̂ la transferrine ou
lÕhŽmopexine, nÕest pas recyclŽe mais dŽgradŽe apr•s endocytose.

Il semble que les formes dÕhaptoglobine Hp2-2 ont une capacitŽ diminuŽe de liaison ̂
lÕhŽmoglobine (due ̂  une concentration plasmatique plus faible en Hp), mais quÕelles se lient
avec une meilleure affinitŽ ̂  leur rŽcepteur CD163 (due ̂  la multivalence des formes Hp2-2)
(voir ci-dessous). Outre sa fonction de liaison ̂  lÕhŽmoglobine, lÕhaptoglobine est Žgalement
capable dÕagir en tant quÕagent bactŽriostatique, dÕinhiber la synth•se de prostaglandines et
lÕangiogŽn•se (voir la revue[365]). Les souris dŽficientes en haptoglobine[229], prŽsentent
une accumulation de fer dans le rein (probablement liŽe au captage de lÕhŽmoglobine libre par
le rŽcepteur mŽgaline-cubiline) avec lÕ‰ge. Lorsque les souris KO haptoglobine sont traitŽes
par un agent hŽmolytique, la phŽnylhydrazine (PHZ), la survie des souris est diminuŽe, et le
stress oxydant augmentŽ par lÕabsence dÕhaptoglobine. Ainsi ces expŽriences montrent le r™le
essentiel de lÕhaptoglobine pour complexer lÕhŽmoglobine et Žviter les dommages liŽs ̂  cette
hŽmoglobine libre.

Le rŽcepteur de lÕhaptoglobine a rŽcemment ŽtŽ clonŽ[197], il sÕagit dÕun rŽcepteur de
la famille SRCR (Scavengor Receptor Cystein Rich), appelŽ CD163. Le g•ne codant pour le
rŽcepteur de lÕhaptoglobine est exprimŽ uniquement par les monocytes et les macrophages
tissulaires. Il ne semble pas •tre exprimŽ par les hŽpatocytes, posant la question du mode
dÕacquisition du complexe haptoglobine-hŽmoglobine par ces cellules. Le CD163 est induit,
comme lÕhaptoglobine par lÕIL-6 mais Žgalement par lÕIL-10 et les glucocortico•des. La
protŽine est en revanche produite en moins grande quantitŽ lorsquÕon mime lÕinflammation
par traitement des macrophages au LPS et lÕIFN' . Ce rŽcepteur nÕest pas capable de lier
lÕhaptoglobine ou lÕhŽmoglobine libre, ce qui explique quÕen absence dÕhaptoglobine,
lÕhŽmoglobine soit anormalement distribuŽe dans les tissus (voir revue[132]).

$  HŽmopexine

LÕhŽmopexine, comme lÕhaptoglobine, est une protŽine inflammatoire de phase aigu‘.
CÕest une glycoprotŽine protŽine plasmatique de 60kDa synthŽtisŽe par le foie composŽe
dÕune seule cha”ne polypeptidique de 439 acides aminŽs. Son affinitŽ pour lÕh•me est tr•s
forte, la plus forte des protŽines plasmatiques. Le complexe hŽmopexine-h•me est reconnu
par un rŽcepteur spŽcifique produit principalement par les hŽpatocytes. Apr•s endocytose et
catabolisme de lÕh•me, lÕhŽmopexine et son rŽcepteur sont recyclŽs (voir revue[356]).

$  HCP1

HCP1 (Heme Carrier Protein 1) a ŽtŽ identifiŽ tr•s rŽcemment lÕŽquipe dÕA. McKie
par hybridation soustractive faite ̂  partir dÕARN de duodŽnum et dÕilŽon de souris hpx (voir
paragraphe sur la Tf) comme un rŽcepteur de lÕh•me spŽcifique situŽ ̂ la membrane apicale
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de lÕentŽrocyte[341]8. En effet, le g•ne Hcp1 est exprimŽ dans les entŽrocytes de lÕintestin
gr•le, mais il nÕest pas exprimŽ dans lÕilŽon, ce qui a permis son identification. HCP1 qui est
dŽtectŽe ˆ la membrane apicale des entŽrocytes, aurait 9 domaines transmembranaires. La
protŽine HCP1 est homologue aux transporteurs bactŽriens des tŽtracyclines mŽtalliques ̂ 12
domaines transmembranaires. Cette homologie est probablement liŽe ˆ la similaritŽ de
structure entre lÕh•me et la tŽtracycline. La surexpression dÕHCP1 augmente lÕacquisition
dÕh•me par les cellules de fa•on dŽpendante de la tempŽrature et saturable. Ce transport
dÕh•me est aboli par traitement des cellules avec des siRNA dirigŽs contre HCP1. Enfin, les
taux dÕARNm Hcp1 seraient augmentŽs chez des souris en hypoxie[341].

$  FLVCR

Le rŽcepteur FLVCR (pour Feline Leukemia Virus subgroup C Receptor) est utilisŽ
par un virus qui provoque une aplasie des GR chez les fŽlins, avec absence de CFU-E et de
progŽniteurs Žrythro•des. Cette protŽine est prŽsente ˆ la surface des progŽniteurs Žrythro•des,
mais lÕexpression de son g•ne est rŽprimŽe dans la phase terminale de lÕŽrythropo••se. Cette
permŽase a ŽtŽ identifiŽe tr•s rŽcemment comme permettant lÕexport de lÕh•me des
progŽniteurs Žrythro•des[316]. Le traitement dÕune lignŽe Žrythro•de (cellules K562) par des
anticorps bloquants dirigŽs contre FLVCR a montrŽ que la prŽsence de FLVCR est essentielle
ˆ la diffŽrenciation de cette lignŽe[316]. Le r™le de FLVCR dans les progŽniteurs Žrythro•des
nÕest pas compl•tement connu, mais il pourrait agir pour prŽvenir lÕaccumulation toxique
dÕh•me. La forte expression du g•ne codant pour cet exporteur de lÕh•me dans des lignŽes
cellulaires intestinale (CaCo2) et hŽpatique (HepG2) laisse ̂ supposer quÕil pourrait jouer un
r™le dans ces types cellulaires[316].

LÕh•me oxygŽnase (HO)!: enzyme de dŽgradation de lÕh•me

LÕh•me oxygŽnase est une enzyme membranaire qui permet de dŽgrader lÕh•me en
monoxyde de carbone (CO), en fer (Fe2+) et biliverdine. Il existe trois isoformes dÕh•me
oxygŽnase. LÕh•me-oxygŽnase 2 (HO-2) est constitutivement active et prŽsente de fa•on
majoritaire dans tous les organes sauf dans la rate. Produite en grande quantitŽ dans le
cerveau, elle semble jouer un r™le important de protection des neurones contre le stress
oxydant et le CO produit par la dŽgradation de lÕh•me sert de neurotransmetteur. Ainsi, une
dŽficience en HO-2 chez la souris entra”ne dÕimportantes anomalies du syst•me nerveux
central et pŽriphŽrique[406]. LÕh•me-oxygŽnase 3 (HO-3) ne semble pas avoir dÕactivitŽ
catalytique. CÕest donc lÕh•me-oxygŽnase 1 (HO-1) prŽsente en grande quantitŽ dans le
macrophage qui participe ̂  lÕŽrythrophagocytose (voir plus haut)[83]. Elle est induite au
cours de lÕEP, par lÕh•me et Žgalement par le stress cellulaire. Des souris KO HO-1 prŽsentent
ainsi une accumulation de fer dans le macrophage[315]. Yachie et al. rapportent quÕune
dŽficience en HO-1 chez un gar•on de 6 ans est associŽe ˆ un retard de croissance et une
anŽmie hŽmolytique sŽv•res. Le rein et le foie de ce patient est surchargŽ en fer[396].

                                                
8 HCP1 est la derni•re molŽcule identifiŽe par cette Žquipe par lÕhybridation soustractive dÕADNc

dÕintestin de souris hpx. Cette mŽthode a permis ̂  lÕŽquipe dÕA. McKie dÕidentifier deux autres molŽcules
impliquŽes dans lÕabsorption intestinale du fer!: Dcytb et la ferroportine.
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MŽgaline-cubiline

(pour revues, voir[194, 367, 368])

La cubiline est une protŽine de 460 kDa sans domaine transmembranaire capable de se
lier ˆ la vitamine B12 dans lÕintestin, lÕApoA1, lÕHDL et lÕalbumine dans le rein et le sac
vitellin. Elle a Žgalement pour ligand la transferrine et lÕhŽmoglobine dans le rein (Tableau 4).
LÕaffinitŽ de la cubiline est la m•me pour lÕapo- et lÕholoTf. La cubiline interagit avec la
mŽgaline qui peut, elle aussi, se lier ˆ dÕautres molŽcules (Tableau 4). La mŽgaline, par son
domaine transmembranaire, permet lÕancrage ˆ la membrane du complexe mŽgaline-cubiline-
ligand puis son internalisation.

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

Alors que la prŽsence de la mŽgaline est dŽtectŽe dans plusieurs cellules ŽpithŽliales,
la cubiline est retrouvŽe dans un nombre plus restreint dÕorganes (intestin gr•le, sac vitellin,
cytotrophoblaste, tubule proximal du rein). Ce complexe serait responsable de la clairance de
lÕhŽmoglobine libre du sang vers le rein lors dÕune hŽmolyse.

Le complexe mŽgaline-cubiline est retrouvŽ ̂ la surface apicale du tubule proximal
dans le rein. Des souris KO mŽgaline prŽsentent une accumulation de la Tf liŽe ̂  la cubiline ̂
la surface apicale des tubules rŽnaux[394]. Une fois prise en charge par la mŽgaline-cubiline,
la Tf nÕest pas recyclŽe comme apr•s liaison ˆ RTf mais dŽgradŽe dans les lysosomes.

IRP (Iron Regulatory Protein) 1 et IRP2

(pour revue, voir [82])

Chez les mammif•res, deux protŽines IRP ont ŽtŽ identifiŽes. IRP1 aussi appelŽe
aconitase cytosolique 1 (ACO1) poss•de un complexe fer-soufre (Fe-S). IRP2 (ou IREB2
pour IRE-Binding protein 2) est homologue ̂ 79% ̂  IRP1, mais ne poss•de pas dÕactivitŽ
aconitase ni de complexe Fe-S.
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Ces protŽines reconnaissent des ŽlŽments de rŽgulation prŽsents en 5Õ ou 3Õ UTR de
lÕARNm de leurs g•nes cibles (TfR1, DMT1, ferritines H et L, ferroportine, eALAS,
aconitase mitochondriale). LÕinteraction des IRP avec un IRE en 5ÕUTR emp•che la
traduction de lÕARNm alors que lÕinteraction des IRP avec un IRE situŽ en 3Õ UTR stabilise
lÕARNm. Quand le fer est abondant dans la cellule le complexe Fe-S dÕIRP1 peut se former et
IRP1 a alors une activitŽ aconitase. Lorsque le fer vient ̂  manquer le complexe est dŽstabilisŽ
et la protŽine acquiert une activitŽ de liaison aux IRE. En prŽsence de fer ou dÕh•me, IRP2 est
dŽgradŽe par le protŽasome (voir chapitre Ç!Syst•me IRP/IRE!È) (Figure 26).

Outre le fer, des expŽriences in vitro ont montrŽ que les IRP sont sensibles ̂
lÕhypoxie, au stress oxydant et ̂  des stimuli inflammatoires suggŽrant un r™le plus large que
celui de rŽgulateurs du mŽtabolisme du fer (voir revues[82, 151]).

LÕabsence totale dÕIRP chez la souris (souris Irp1-/- Irp2-/-) provoque une lŽtalitŽ
embryonnaire montrant le r™le essentiel des IRP dans le dŽveloppement embryonnaire[345].
Les souris Irp2-/- exprimant seulement le g•ne Irp1 prŽsentent une anŽmie microcytaire
modŽrŽe et une distribution altŽrŽe du fer dans les organes, probablement due ˆ une
diminution des taux de TfR1 et une augmentation de la ferritine par perte de rŽgulation post-
transcriptionnelle dans les prŽcurseurs Žrythro•des[52, 112]. Il a Žgalement ŽtŽ dŽcrit dans un
mod•le Irp2-/- une atteinte cŽrŽbrale due ̂  une accumulation de fer dans le cerveau chez ces
souris[209], mais ce phŽnotype nÕest pas reproduit dans un autre mod•le dÕinvalidation du
g•ne Irp2[111, 152]. Les souris Irp1-/- nÕont pas de phŽnotype dŽtectable laissant supposer
quÕIRP2 est capable de compenser pour la fonction dÕIRP1 en conditions
physiologiques[255].

HFE

Le g•ne HFE est situŽ sur le chromosome 6 en position p22.2. Il code pour une
protŽine membranaire atypique de la famille des protŽines du complexe majeur
dÕhistocompatibilitŽ (CMH) de classe I. Comme toutes les protŽines du CMH I, HFE a besoin
de se lier ˆ la " 2-microglobuline pour se replier correctement et pour se retrouver ̂ la surface
des cellules. Mais il semble, dÕapr•s sa structure tridimensionnelle, quÕelle soit incapable de
prŽsenter un peptide comme les autres molŽcules du CMH I[213]. La protŽine HFE est
Žgalement capable de se lier ˆ RTf1 et interf•re entre la liaison de RTf1 et Tf-Fe2[122, 333]
(Figure 17), mais le r™le fonctionnel de cette interaction au niveau de la captation du fer reste
tr•s controversŽ[38].
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Figure !-"  Diagramme en ruban repr$sentant le complexe HFE' " +m'RTf!'Tf
En vert est figur$e la Tf et ses deux lobes N terminal et C terminal ; en jaune'rouge'orange& RTf! ; en
bleu HFE ; en bleu clair la " +'microglobuline" Les parties hydrophobes membranaires ne sont pas
repr$sent$es"

LÕARNm du g•ne HFE est prŽsent en grande quantitŽ dans lÕintestin gr•le et dans le
foie[87, 147, 156, 407], il est faiblement dŽtectŽ dans les tissus lympho•des[87, 147, 156]. La
protŽine est retrouvŽe dans les cryptes des villositŽs duodŽnales, colocalisant avec RTf1[375].
Dans le foie, on pensait pendant un certain temps que la prŽsence de la protŽine HFE Žtait
restreinte aux cellules de Kupffer et aux cellules ŽpithŽliales biliaires[134, 301] puis,
probablement suite ̂  la production de meilleurs anticorps, il est maintenant admis que HFE
est Žgalement prŽsente dans les hŽpatocytes[156, 407]. Enfin, dans le placenta, HFE
colocalise avec RTf1 ˆ la membrane apicale des syncitiotrophoblastes, mais le r™le de HFE
dans le placenta reste ˆ dŽterminer[300].

AujourdÕhui, m•me si le r™le de la protŽine HFE nÕest pas encore compl•tement Žtabli,
on pourra retenir que lÕactivitŽ de la protŽine est complexe et dŽpendante du type cellulaire.
Dans les cellules qui nÕexportent pas le fer (HeLa, HEK293) la surexpression de HFE
entra”ne une diminution du fer intracellulaire par diminution de lÕentrŽe du fer (compŽtition
avec lÕholoTf pour la fixation avec le RTf1)[76, 89, 318, 333]. Ë lÕinverse, dans les cellules
qui exportent naturellement le fer via lÕexporteur ferroportine (lignŽe HT29 de type
duodŽnale[62], macrophages ou lignŽe THP-1 de type macrophagique[76, 265]), la
surexpression de HFE augmente le pool intracellulaire de fer en inhibant lÕexport du fer. Ce
r™le de HFE serait  indŽpendant de sa liaison avec RTf1.

Des mutations de ce g•ne, emp•chant la liaison de HFE avec la " 2-microglobuline et
la prŽsence de HFE ̂  la surface cellulaire, sont ̂  lÕorigine de lÕhŽmochromatose hŽrŽditaire,
maladie de surcharge martiale multiviscŽrale (voir chapitre Ç!HŽmochromatose hŽrŽditaire!È).
Ce r™le dans lÕhŽmochromatose hŽrŽditaire a ŽtŽ confirmŽ par la gŽnŽration de souris KO Hfe
et de souris KI (knock-in) portant la mutation C282Y impliquŽe dans 80% des cas
dÕhŽmochromatose hŽrŽditaire. Ces souris reproduisent en effet toutes les caractŽristiques de
la maladie humaine exceptŽes les complications hŽpatiques (fibrose, cirrhose,
hŽpatocarcinome)[16, 153, 224, 410]. Il est en effet connu que la souris est une esp•ce
rŽsistante ˆ la carcinogen•se du foie[90].
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HŽmojuvŽline (HJV, RGMc)

LÕŽtude par clonage positionnel dÕune forme sŽv•re de lÕhŽmochromatose,
lÕhŽmochromatose juvŽnile (voir aussi chapitre Ç!hŽmochromatose juvŽnile!È), a permis
lÕidentification en 2003 de lÕhŽmojuvŽline. Le g•ne HJV (Žgalement appelŽ HFE2), qui code
pour cette protŽine a une longueur de 4,3 kb et est situŽ en position 1q21. Par le jeu
dÕŽpissages alternatifs, le g•ne HJV est ˆ lÕorigine de cinq ADNc diffŽrant par leur partie 5Õ.

La sŽquence protŽique de lÕhŽmojuvŽline contient un peptide signal, un motif RGD
(motif retrouvŽ dans les protŽines de lÕadhŽsion), un domaine partiel de type VanWillebrand
Factor et un domaine transmembranaire. Cette protŽine appartient ̂ la famille des Repulsive
Guidance Molecule (RGM). Ë ce titre, elle est Žgalement appelŽe RGMc[297]. Il existe deux
autres protŽines de cette famille chez lÕhomme, RGMa et RGMb, ces molŽcules jouent un r™le
important dans le contr™le de la fermeture du tube neural et du dŽveloppement de la rŽtine lors
de lÕembryogen•se[264, 286].

LÕARNm codant pour lÕhŽmojuvŽline est prŽsent en grandes quantitŽs dans le muscle
squelettique, le foie fÏtal, le foie adulte et le cÏur[297]. LÕinsertion dÕune cassette LacZ dans
lÕexon 2 du g•ne murin Hjv a permis de montrer que, dans le foie, lÕARNm Hjv semble •tre
exprimŽ dans les hŽpatocytes pŽriportaux[287]. La prŽsence de la protŽine hŽmojuvŽline dans
les diffŽrents tissus nÕa fait lÕobjet que dÕune Žtude ne confirmant pas la prŽsence de la
protŽine aux sites dÕexpression du g•ne[323].

Les niveaux dÕARNm Hjv chez la souris semblent insensibles au traitement par le fer
et par lÕŽrythropo•Žtine, mais ils sont diminuŽs par une inflammation induite par le LPS[196].

LÕhŽmochromatose juvŽnile liŽe ̂  une absence dÕHJV a ŽtŽ reproduite gr‰ce ˆ la
crŽation de mod•les murins KO Hjv[158, 287]. Ces souris dŽficientes en hŽmojuvŽline
prŽsentent, comme attendu, une surcharge en fer massive dans le foie et divers organes ̂
lÕexception de la rate, mais les mod•les murins ne semblent pas dŽvelopper les m•mes
complications endocriniennes et cardiaques retrouvŽes chez les patients (voir chapitre
Ç!hŽmochromatose juvŽnile!È).

Comme les autres protŽines de la famille RGM, lÕhŽmojuvŽline membranaire serait
capable dÕinteragir avec la nŽogŽnine[408]. La nŽogŽnine est une protŽine membranaire dont
le g•ne est exprimŽ de fa•on ubiquiste et qui fait partie de la famille DCC (Deleted in
Colorectal Cancer)[181] impliquŽe dans la morphogen•se de lÕŽpithŽlium de la glande
mammaire, du tube neural et dans la formation des somites (pour revue sur nŽogŽnine et
RGM voir[245]). Zhang et al. [408] ont montrŽ que lÕinteraction dÕHJV avec la nŽogŽnine
pouvait augmenter lÕentrŽe de fer ̂  lÕintŽrieur de cellules transfectŽes par des vecteurs portant
les sŽquences codantes pour ces protŽines. De plus, lorsque HJV prŽsente la mutation G320V,
celle-ci nÕest plus capable dÕinteragir avec la nŽogŽnine et les auteurs ne retrouvent plus les
modifications du fer intracellulaires observŽes avec lÕHJV sauvage[408].

Le r™le exact de lÕhŽmojuvŽline est encore peu connu mais la diminution voire
lÕabsence dÕhepcidine dans les cas de dŽficience en hŽmojuvŽline associŽe ˆ la surcharge en
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fer, fait penser quÕelle serait impliquŽe dans la rŽgulation de lÕhepcidine par le fer dans le foie
(voir chapitre Ç!Hepcidine et dŽsordres du mŽtabolisme du fer!È).

Une Žtude rŽcente a permis dÕidentifier un site dÕautoclivage dans le domaine RGM de
la protŽine sŽparant ainsi une forme soluble qui pourrait •tre sŽcrŽtŽe dÕune forme
membranaire[408]. Des travaux menŽs par lÕŽquipe de T. Ganz en collaboration avec la
sociŽtŽ Xenon genetics ont mis en Žvidence un r™le majeur de cette forme soluble dÕHJV dans
la rŽgulation de lÕhepcidine[230]. Dans un premier temps, lÕutilisation de petits ARN
interfŽrents (siRNA) dirigŽs contre lÕhŽmojuvŽline sur une lignŽe hŽpatocytaire et lÕŽtude de
lÕexpression du g•ne endog•ne de lÕhepcidine a permis de montrer que lÕhŽmojuvŽline a un
r™le de rŽgulation positif sur ce g•ne. En effet, la dŽplŽtion en hŽmojuvŽline par les siRNA
entra”ne une diminution du taux dÕARNm hepcidine confirmant les rŽsultats obtenus dans les
souris KO. Ensuite, lÕanalyse par western blot des lysats cellulaires versus le milieu
dÕincubation a montrŽ quÕil existe bien deux formes, une membranaire et une soluble de
lÕhŽmojuvŽline. Les auteurs ont retrouvŽ la prŽsence de la forme soluble dÕhŽmojuvŽline dans
le sŽrum de volontaires sains et cette forme soluble est prŽsente en moins grande quantitŽ
dans le milieu de culture de cellules traitŽes au fer. Enfin, le traitement dÕhŽpatocytes par cette
forme soluble dÕhŽmojuvŽline montre que, contrairement ̂ la forme membranaire, elle est
capable de rŽprimer lÕexpression du g•ne hepcidine. Les auteurs de cet article pensent tirer
avantage de cette dŽcouverte en utilisant ˆ lÕavenir cette forme soluble dÕhŽmojuvŽline
comme rŽpresseur de lÕhepcidine dans des situations o• celle-ci est trop synthŽtisŽe comme
dans lÕanŽmie inflammatoire (voir chapitre Ç!Hepcidine et dŽsordres du mŽtabolisme du
fer!È).
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nom du g•ne mod•le murin
phŽnotype

maladie humaine
phŽnotype

" 2-micro-
globuline

Souris KO " 2m[64]
Surcharge en fer

cŽruloplasmine
Souris KO Cp[144, 398]

Surcharge en fer multiviscŽrale lente

AcŽruloplasminŽmie [261] OMIM n¡604290
Troubles neurologiques, diab•te, surcharge en
fer

Dcytb
Souris KO Cybrd1 [140]

Pas de phŽnotype Žvident

DMT1
Souris mk[96], souris KO Slc11a2[139], rat
Belgrade [97]

AnŽmie hypochrome microcytaire

Mutation du g•ne SLC11A2[258] OMIM n¡206100
AnŽmie hypochrome microcytaire

ferritine H
Souris KO FtH[91]

LŽtalitŽ embryonnaire
Mutation ferritine H [176] OMIM n¡134770

Surcharge en fer

ferritine L

Syndrome hyperferritinŽmie-cataracte [18, 123]
OMIM n¡134790

Cataracte, pas de surcharge en fer
Neuroferritinopathie [57]  OMIM n¡606159

Troubles neurologiques, surcharge en fer
cŽrŽbrale

ferroportine

Souris KO Slc40a1[74]
KO total!: lŽtalitŽ embryonnaire
KO dans lÕintestin!: anŽmie ferriprive avec rŽtention
de fer dans lÕintestin

HŽmochromatose type 4 [266, 288] OMIM
n¡606069

Surcharge en fer multiviscŽrale, faible
tolŽrance aux phlŽbotomies

haptoglobine
Souris KO haptoglobine [229]

Diminution de la viabilitŽ et sensibilitŽ accrue au
stress oxydant

h•me-
oxygŽnase 1

Souris KO HO-1[315, 405]
AnŽmie ferriprive et surcharge en fer hŽpatique et
rŽnale

Souris surexpression HO-1 poumons[259]
Protection contre lÕhypoxie

DŽficience en HO-1 [396] OMIM n¡141250
Retard de croissance et anŽmie hŽmolytique
sŽv•res

hŽmojuvŽline
Souris KO Hjv [158, 287]

Surcharge en fer multiviscŽrale sŽv•re Žpargnant les
macrophages

HŽmochromatose juvŽnile [297] OMIM n¡608374
Surcharge en fer multiviscŽrale sŽv•re
Žpargnant les macrophages, atteintes
cardiaques et endocriniennes

hŽmopexine
Souris KO hŽmopexine [355]

SensibilitŽ accrue ˆ lÕhŽmolyse

hepcidine

Souris KO Usf2[280], souris KO Hepc1[218] (voir
Ç!RŽsultats complŽmentaires!È)

Surcharge sŽv•re multiviscŽrale Žpargnant les
macrophages

Souris TTR-Hepc1[281], Souris Tet ON Hepc1 (voir
Ç!Article 3!È))

AnŽmie hypochrome microcytaire
Souris TTR-Hepc2[234]

Pas de phŽnotype

HŽmochromatose juvŽnile [329] OMIM n¡606464
Surcharge en fer multiviscŽrale sŽv•re
Žpargnant les macrophages, atteintes
cardiaques et endocriniennes

hŽphaestine
Souris sla[373]

AnŽmie hypochrome microcytaire avec surcharge en
fer des entŽrocytes

HFE
Souris KO Hfe[16, 153, 224, 410], souris KI Hfe[224]

Surcharge multiviscŽrale Žpargnant les macrophages

HŽmochromatose classique [87]  OMIM n¡235200
Surcharge multiviscŽrale Žpargnant les
macrophages

IRP1
Souris KO Irp1 [255], souris KO Irp1  conditionnel [110]

Pas de phŽnotype

IRP2
Souris KO Irp2 [209], souris KO Irp2  conditionnel [110]

AnŽmie microcytaire

RTf1
Souris KO Tfr1 [223]

lŽtalitŽ embryonnaire

RTf2
Souris KI Tfr2 [99], souris KO Tfr2 [381]

Surcharge en fer multiviscŽrale Žpargnant les
macrophages

HŽmochromatose classique [35] OMIM n¡604720
Surcharge multiviscŽrale Žpargnant les
macrophages

transferrine
Souris hpx [161]

AnŽmie et surcharge tissulaire en fer
AtransferrinŽmie [149] OMIM n¡209300

AnŽmie 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) LÕhepcidine!: dŽcouverte, structure et rŽgulation

DŽcouverte de lÕhepcidine

En 2001, lÕhepcidine a ŽtŽ purifiŽe, au m•me moment, par deux laboratoires, pour ses
propriŽtŽs antimicrobiennes dans le sang[195] et lÕurine[299] de volontaires sains. Ces deux
laboratoires cherchaient ̂ identifier de nouveaux peptides antimicrobiens9 chez lÕhomme car
ces molŽcules pourraient •tre une alternative face ̂  la rŽsistance croissante des bactŽries aux
antibiotiques. LÕhepcidine tient son nom de son site de production majeur, Ç!hep!È pour
hŽpatocyte, et Ç!idine!È de son activitŽ bactŽricide. La fonction antimicrobienne de lÕhepcidine
nÕest prouvŽe quÕin vitro, son r™le dans lÕimmunitŽ innŽe in vivo reste ˆ dŽmontrer.

Le laboratoire dans lequel je travaille a fait, peu apr•s les premi•res purifications de
lÕhepcidine, la dŽcouverte du r™le du peptide dans le mŽtabolisme du fer par lÕŽtude de souris
KO Usf2[280]. Ces souris avaient ŽtŽ crŽŽes pour Žtudier le r™le du facteur de transcription
USF2 in vivo. Alors que ce facteur de transcription ubiquiste nÕavait pas de r™le connu dans le
mŽtabolisme du fer, ces souris prŽsentaient, de fa•on inattendue, une surcharge en fer
multiviscŽrale avec une absence de fer dans les macrophages du foie et de la rate (Figure
18A) associŽe ˆ une lŽtalitŽ pŽrinatale. La distribution du fer dans ces souris faisait penser ̂ la
surcharge martiale dÕune hŽmochromatose gŽnŽtique. Le laboratoire a donc recherchŽ si les
g•nes connus ̂ lÕŽpoque pour dŽclencher une hŽmochromatose Žtaient perturbŽs. Il nÕa pas ŽtŽ
trouvŽ de diffŽrence dÕexpression de Hfe et TfR2 dans les souris Usf2-/- pouvant expliquer la
surcharge. Afin dÕidentifier le ou les g•nes responsables de la surcharge en fer, une banque
soustractive rŽalisŽe ˆ partir du foie de ces souris a ŽtŽ rŽalisŽe. LÕŽtude de cette banque a mis
au jour lÕabsence de transcrits hepcidine chez ces souris (Figure 18B). Les g•nes codant pour
lÕhepcidine chez la souris (Hepc1 et Hepc2) sont situŽs en aval ̂  quelques kb du g•ne Usf2.
LÕabsence de transcrits hepcidine Žtaient probablement due ̂  la prŽsence de la cassette de
sŽlection dans le g•ne Usf2. On sait maintenant que, selon le site dÕinsertion des cassettes de
sŽlection utilisŽes pour lÕinvalidation gŽnique, ces cassettes peuvent modifier lÕŽtat de la
chromatine des g•nes adjacents et perturber leur expression. LÕŽtude dÕun mod•le KO Usf2
crŽŽ par une Žquipe ̂ Houston a pu confirmer lÕabsence de r™le dÕUSF2 dans le mŽtabolisme
du fer : les souris KO Usf2 de Houston qui expriment bien les g•nes hepcidine prŽsentent une
lŽtalitŽ pŽrinatale mais pas de surcharge en fer, permettant ainsi dÕattribuer ˆ lÕhepcidine la
responsabilitŽ de la surcharge en fer et la faible viabilitŽ des souris ̂ lÕabsence en Usf2[281].
Au moment de la dŽcouverte de lÕabsence de lÕhepcidine chez les souris Usf2-/-, une
publication est parue Žtablissant un lien entre lÕhepcidine et le mŽtabolisme du fer[310].
LÕŽquipe rennaise auteur de cet article cherchait ̂  identifier des g•nes rŽgulŽs par une
surcharge en fer. Pour cela, ils ont traitŽ des souris par des rŽgimes ̂ teneur croissante en fer

                                                
9 Les peptides antimicrobiens sont un ŽlŽment encore peu connu de la rŽponse immunitaire innŽe. Ils

agissent en perturbant lÕintŽgritŽ des membranes cellulaires des pathog•nes. Chez lÕhomme et les autres
mammif•res, on retrouve deux sortes de peptides antimicrobiens!: les dŽfensines et les cathŽlicidines (pour une
revue sur les dŽfensines, voir[113]). Chez lÕhomme, on classe les dŽfensines en dŽfensines #  et "  selon leur
structure tridimensionnelle. Ces dŽfensines sont plus gŽnŽralement sŽcrŽtŽes aux sites possibles dÕentrŽe des
pathog•nes (intestin, peau, poumonsÉ).
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et lÕŽtude des g•nes exprimŽs diffŽrentiellement dans le foie a montrŽ que les transcrits
hepcidine Žtaient prŽsents en grande quantitŽ dans le foie des souris traitŽes au fer[310]. Ils
ont Žgalement montrŽ que lÕapport de fer par injection de fer dextran10 et lÕinflammation par
injection de LPS induisait lÕexpression de lÕhepcidine[310]. Mon laboratoire, ̂ la lumi•re du
phŽnotype des souris KO Usf2 et du lien Žtabli de lÕhepcidine avec le fer a Žmis lÕhypoth•se
dÕun r™le inhibiteur de lÕhepcidine dans lÕabsorption intestinale de fer et dans le recyclage du
fer.

Figure !8" Ph$notype des souris Usf+';'
A" Surcharge en fer des souris Usf+';'" Photo macroscopique du pancr$as de couleur marron dans les
souris Usf+';' due / l#accumulation du fer" Coloration de Perls (le fer est color$ en bleu) de coupes de
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
reconna5t / la fois les transcrits issus des g%nes Hepc! et Hepc+"

                                                
10 Le fer dextran nÕest pas dŽlivrŽ aux hŽpatocytes de la m•me mani•re que le fer contenu dans

lÕalimentation. Lorsque les souris re•oivent un rŽgime riche en fer, le fer passe la barri•re intestinale et est amenŽ
par la veine porte au foie. Lors dÕune injection de fer dextran, les macrophages phagocytent le dextran puis
lib•rent le fer dans la circulation ou directement aux hŽpatocytes quand il sÕagit des cellules de Kupffer.
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Afin de confirmer ce r™le de lÕhepcidine dans le mŽtabolisme du fer, des souris
transgŽniques surexprimant Hepc1 de fa•on constitutive dans le foie ont ŽtŽ gŽnŽrŽes dans le
laboratoire. Ces souris portent le transg•ne TTR-Hepc1 formŽ de 3kb du promoteur
transthyrŽtine (TTR) dirigeant lÕexpression de lÕADNc Hepc1 suivi de la sŽquence polyA de
SV40. LÕanalyse des frottis sanguins des souriceaux transgŽniques ˆ la naissance montre la
prŽsence dÕune forte anŽmie ferriprive microcytaire hypochromique[281] (Figure 19). La
grande majoritŽ des animaux portant le transg•ne meurent ̂ la naissance de leur anŽmie. Trois
lignŽes transgŽniques ont pu •tre sauvŽes par injection sous-cutanŽe de fer dextran ̂  la
naissance. Le degrŽ de lÕanŽmie peut •tre directement corrŽlŽ au niveau dÕexpression du
transg•ne dans les diffŽrentes lignŽes!: plus le transg•ne est exprimŽ, plus les souris sont
anŽmiques et survivent difficilement. La production prŽcoce dÕhepcidine dirigŽe par le
promoteur TTR au cours de la gestation a probablement conduit au blocage du transport
placentaire de fer responsable de lÕanŽmie ˆ la naissance. En effet, le promoteur TTR fait
exprimer lÕhepcidine ˆ un moment o• les g•nes endog•nes hepcidine sont normalement
rŽprimŽs et ce, probablement pour permettre un transfert de fer materno-fÏtal optimum (voir
Ç!RŽgulation dŽveloppementale de lÕhepcidine!È). Ces rŽsultats ont permis de confirmer que
lÕhepcidine agissait en limitant lÕentrŽe du fer dans le sang[281].

Figure !9" 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 Žvidence du r™le de lÕhepcidine dans le mŽtabolisme du fer, ce
peptide sÕest vu attribuer le nom dÕhormone. D•s lors, de nombreuses Žquipes ont cherchŽ ̂
identifier ses cibles molŽculaires et son rŽcepteur. En 2004, juste trois ans apr•s sa
dŽcouverte, les Žquipes de Tomas Ganz et de Jerry Kaplan ont proposŽ un mod•le dÕaction de
lÕhormone[277]. Les auteurs ont fait surexprimer par des cellules HEK293 un transg•ne
codant pour la ferroportine couplŽe ̂  la GFP dont lÕexpression est inductible par la
ponastŽrone11. Apr•s induction de lÕexpression du transg•ne, la ferroportine est dŽtectŽe ˆ la

                                                
11 En effet, la surexpression de g•ne ferroportine dans les cellules in vitro a un effet toxique ̂  long

terme, la cellule Žtant alors incapable de retenir le fer essentiel ̂ sa survie. Il est donc prŽfŽrable dÕutiliser un
syst•me inductible pour faire exprimer le transg•ne codant pour la ferroportine.
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surface des cellules. Le traitement de ces cellules par de lÕhepcidine humaine purifiŽe a
montrŽ que lÕhepcidine entra”nait lÕinternalisation de la ferroportine de la surface des cellules
d•s 1 heure dÕincubation puis la dŽgradation de la ferroportine apr•s 4h dÕincubation (Figure
20). Cette internalisation puis dŽgradation de lÕexporteur de fer est associŽe ˆ une diminution
de la sortie du fer des cellules et une augmentation de la ferritine intracellulaire. Enfin,
lÕutilisation dÕhepcidine radiomarquŽe leur a permis de montrer que lÕhepcidine Žtait capable
de se lier ˆ la ferroportine-GFP[277].

Figure +:"  Internalisation et d$gradation de la ferroportine'GFP par l#hepcidine
Induction de l#expression du transg%ne ferroportine'GFP par la ponast$rone dans des lign$es stables
HEK+90" Les cellules sont incub$es pendant 6 h en absence ('hepcidin) ou en pr$sence (@hepcidin) de
:&4 µM d#hepcidine humaine purifi$e" A gauche& images en contraste de phase& / droite& fluorescence
de la GFP coupl$e / la ferroportine"

Ce mŽcanisme dÕaction de lÕhepcidine sur la ferroportine, confirmŽ par dÕautres
Žquipes[66, 77, 190], nÕexclut nŽanmoins pas la possibilitŽ dÕautres modes dÕaction de
lÕhepcidine.

Du(des) g•ne(s) ˆ la protŽine hepcidine

Alors quÕun seul g•ne code pour lÕhepcidine chez lÕhomme (appelŽ HAMP pour
Hepcidin Anti Microbial Peptide situŽ sur le chromosome 19 en position q13.12) et chez le
rat, il existe chez la souris deux g•nes notŽs Hepc1 et Hepc2 situŽs sur le chromosome 7.
LÕARNm des deux g•nes murins est identique ̂  93% mais la divergence entre les deux
ARNm sÕobserve essentiellement sur la partie 3Õ correspondant au peptide mature (les
peptides matures issus des g•nes Hepc1 et Hepc2 nÕont que 68% dÕidentitŽ). Des deux g•nes
codant pour lÕhepcidine chez la souris, Hepc1 est le plus proche du g•ne humain (76%
dÕidentitŽ entre le peptide mature codŽ par Hepc1 et HAMP contre 58% pour Hepc2 versus
HAMP). Pour savoir ci cette diffŽrence de sŽquence peptidique refl•te une diffŽrence
fonctionnelle entre Hepc1 et Hepc2, le laboratoire a entrepris la gŽnŽration de souris
transgŽniques TTR-Hepc2 qui expriment la sŽquence codante Hepc2 de fa•on constitutive
dans le foie. Le laboratoire a montrŽ que, contrairement aux souris TTR-Hepc1, ces souris ne
sont pas anŽmiques et nÕont pas de perturbation du mŽtabolisme du fer[234]. Ainsi, le r™le
dÕHepc2 reste ̂ dŽterminer, mais ne semble pas essentiel ̂ la rŽgulation du mŽtabolisme du
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fer. Afin de confirmer cette hypoth•se, mon laboratoire a gŽnŽrŽ des souris KO Hepc1 et va
gŽnŽrer des souris KO Hepc2. Des premiers rŽsultats de souris KO Hepc1 montrent que
lÕabsence dÕHepc1 suffit ˆ reproduire le phŽnotype des souris KO Usf2 dans lesquelles il y
avait une absence des transcrits Hepc1 et Hepc2 dans le foie, montrant ainsi la non
redondance des deux g•nes[218] (voir Ç! RŽsultats complŽmentaires!È).

Le g•ne humain HAMP (aussi appelŽ LEAP-1 pour Liver Expressed Antimicrobial
Peptide[195]) est formŽ de 3 exons codant pour une prŽ-pro-protŽine de 84 acides aminŽs. La
prŽ-pro-protŽine est composŽe de trois parties!: le peptide signal de 22 acides aminŽs, une
prorŽgion et le peptide mature de 25 acides aminŽs retrouvŽ dans le sang et les urines (Figure
21B). On pense que le peptide mature est issu du clivage de la pro-hepcidine par une protŽase
de type furine. La prŽsence dans lÕurine de peptides de 20 et 22 acides aminŽs[185, 299], en
plus du peptide de 25 acides aminŽs trouvŽ dans le sang[195] et lÕurine[185, 299], sugg•re
que lÕhepcidine mature subit une dŽgradation au cours de son excrŽtion. Les donnŽes sur le
mode de sŽcrŽtion du peptide (protŽases mises en jeu, rŽgulation!?), la nature de la forme
circulante (existence dÕune protŽine plasmatique de liaison, propeptide circulant!?) ne sont pas
encore disponibles.

Le peptide mature a une structure tr•s particuli•re en ce sens quÕil contient 8 cystŽines
impliquŽes dans 4 ponts disulfures dont un formŽ par deux cystŽines adjacentes[162] (Figure
21A). Au cours de lÕŽvolution, ces cystŽines ont ŽtŽ tr•s conservŽes, elles sont retrouvŽes dans
toutes les esp•ces dŽcrites, y compris chez les poissons (Figure 22).

Figure +!" Structure tridimensionnelle et s$quence de la prot$ine hepcidine humaine
A" Structure tridimensionnelle pr$dictive de l#hepcidine mature" Les ponts disulfure sont indiqu$s en
jaune& les acides amin$s basiques en bleus& les acides en rouge& et les feuillets "  par des fl%ches roses"
B" S$quence prot$ique de l#hepcidine" Les acides amin$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$quence de l#hepcidine mature de diff$rentes esp%ces
Les hepcidines sont regroup$es par mammif%res& amphibiens et poissons" Les poissons sont divis$s en
deux groupes selon leur degr$ de similarit$ dans la s$quence peptidique hepcidine"
Les cyst$ines conserv$es dans toutes les esp%ces sont surlign$es en jaune" Les fl%ches indiquent les
sites de clivage putatifs" Le nom des esp%ces est indiqu$ / droite avec le num$ro de l#EST
correspondant (pour l#hepcidine de Takifugu& il s#agit du num$ro d#acc%s de la base de donn$es
Ensembl)" En gras figurent les r$sidus qui ne sont pas conserv$s dans un m*me groupe"

Nemeth et al. ont utilisŽ la capacitŽ de lÕhepcidine ˆ diminuer le signal GFP couplŽ ̂
la ferroportine (voir ci-dessus) pour dŽvelopper un test fonctionnel de lÕactivitŽ de
lÕhepcidine. LÕŽtude dÕhepcidines synthŽtiques mutŽes a permis dÕŽtablir quels acides aminŽs
pouvaient jouer un r™le important dans la dŽgradation de la ferroportine par lÕhepcidine[279].
Les auteurs ont ainsi pu montrer que, de fa•on surprenante, alors quÕils sont peu conservŽs
dans les diffŽrentes esp•ces, les 5 acides aminŽs N-terminaux Žtaient essentiels pour lÕactivitŽ
de lÕhepcidine!: lÕhepcidine dŽlŽtŽe de ces 5 acides aminŽs nÕa plus que 12% de lÕactivitŽ de
lÕhepcidine sauvage[279].

Concernant les propriŽtŽs de stabilitŽ et de clairance du peptide mature, les seules
donnŽes disponibles sont issues dÕune Žtude dÕinjection dÕhepcidine humaine radiomarquŽe
chez la souris. Rivera et al.[321] ont montrŽ quÕapr•s injection intrapŽritonŽale dÕhepcidine
radiomarquŽe, la radioactivitŽ disparaissait du pool sanguin au bout de 24 h. On retrouve de
lÕhepcidine radiomarquŽe, d•s 1 h et jusquÕˆ 24 h apr•s injection, dans lÕurine des souris. Les
auteurs ont Žgalement mesurŽ la radioactivitŽ dans plusieurs organes 1 h apr•s injection du
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peptide radiomarquŽ!: ils retrouvent un fort radiomarquage de la rate, du duodŽnum et du foie,
trois organes exprimant fortement la ferroportine[321].

Sites dÕexpression de lÕhepcidine

LÕhepcidine a ŽtŽ purifiŽe chez lÕhomme ̂ partir de sang[195] et dÕurine[299].
LÕARNm de lÕhepcidine est prŽsent en grandes quantitŽs dans le foie[195, 299, 310]. Pigeon
et al. ont montrŽ que dans le foie de souris normales, lÕhepcidine Žtait produite par les
hŽpatocytes et pas par les cellules non parenchymateuses[310]. Dans les hŽpatocytes, les
Žtudes de localisation ̂  de la protŽine pro-hepcidine sont divergentes. Kulaksiz et al. ont
dŽtectŽ de la pro-hepcidine (voir ci-dessous pour les anticorps dirigŽs contre lÕhepcidine) ˆ la
membrane basolatŽrale des hŽpatocytes chez lÕhumain et le cobaye, mais, dans les lignŽes
hŽpatiques HepG2, les m•mes anticorps dŽtectent un signal cytoplasmique[199]. Wallace et
al. ont dŽveloppŽ dÕautres anticorps dirigŽs contre la pro-hepcidine et dŽtectent un signal dans
des vŽsicules de type Golgi dans une lignŽe hŽpatique murine (Hepa 1-6), des hŽpatocytes
primaires de souris et des coupes de foie de souris[382]. Cette localisation est plus cohŽrente
avec ce que lÕon peut attendre de la localisation dÕune molŽcule sŽcrŽtŽe.

Par Northern blot, dot-blot et RT-PCR, dÕautres sites dÕexpression plus faible ont ŽtŽ
dŽtectŽs!: le cÏur, lÕestomac, le cerveau et les poumons[195, 299, 310]. De fa•on surprenante,
alors que dans les premiers articles Žtudiant lÕexpression de lÕhepcidine dans diffŽrents tissus
murins et humains les auteurs ne dŽtectaient pas dÕARNm hepcidine dans le rein, une Žquipe a
rŽcemment publiŽ lÕexpression dÕhepcidine dans cet organe[200]. Cette Žquipe dŽtecte de
lÕARNm hepcidine dans le rein humain et murin par RT-PCR. Les anticorps dirigŽs contre la
pro-hepcidine mis au point par cette Žquipe permettent de dŽtecter un signal par western blot
et immunohistochimie dans diffŽrentes structures du rein (branche ascendante corticale, tubes
collecteurs)[200]. Le r™le de lÕhepcidine dans cet organe reste ˆ ce jour inconnu.

Enfin, tr•s rŽcemment, lÕARNm hepcidine a ŽtŽ retrouvŽ dans des macrophages
(macrophages splŽniques de souris ou lignŽe murine macrophagique RAW267.4) activŽs par
traitement au LPS[231], des macrophages de souris dŽrivŽs de moelle osseuse activŽs par des
bactŽries[305] et dans des macrophages dŽrivŽs de monocytes circulants humains[169].
LÕhepcidine produite localement dans les macrophages pourraient jouer un r™le primordial
dans le contr™le du transport du fer de cette cellule lors de lÕinflammation.

Production et dŽtection de lÕhepcidine

La structure tridimensionnelle du peptide et son Žtat dÕoxydation rendent difficile la
production dÕhepcidine en grande quantitŽ. AujourdÕhui seules quelques Žquipes sont
capables de produire de lÕhepcidine par synth•se chimique[195, 203, 321], de lÕhepcidine
recombinante dans des syst•mes bactŽriens[120, 404, 409] ou de mammif•res[383], voire de
purifier le peptide ̂ partir dÕŽchantillons biologiques[195, 299]. Plusieurs Žquipes ont montrŽ
rŽcemment par lÕŽtude dÕhepcidine recombinante[120] ou dÕhepcidine humaine purifiŽe ̂
partir dÕurines[86, 413] que lÕhepcidine Žtait capable de lier du fer et/ou du cuivre. Le r™le de
ces mŽtaux pour la fonction de lÕhepcidine reste ˆ dŽterminer.
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La dŽtection de lÕhepcidine est limitŽe par la difficultŽ de produire des anticorps contre
cette protŽine dont la structure est tr•s conservŽe dans les esp•ces[186]. Trois Žquipes ont
toutefois rŽussi ˆ gŽnŽrer des anticorps dirigŽs contre lÕhepcidine.

LÕŽquipe de T. Ganz a utilisŽ un peptide synthŽtique pour immuniser des lapins (la
taille et la sŽquence du peptide injectŽ nÕont pas ŽtŽ prŽcisŽes). Cette Žquipe a utilisŽ les
anticorps obtenus en western blot et dot blot. Ces anticorps dŽtectent lÕhepcidine humaine
uniquement dans les urines et non dans le sŽrum, o•, selon les auteurs, lÕhepcidine serait
prŽsente en trop faible concentration[275]. LÕutilisation de ces anticorps a permis dÕestimer la
concentration dÕhepcidine urinaire chez des volontaires sains entre 3 ̂  30 nM (10-100 ng/ml)
dÕhepcidine.

LÕŽquipe de H. Kulaksiz a synthŽtisŽ des peptides correspondants ˆ la prorŽgion
(acides aminŽs 28 ̂  47) ou au peptide mature (acides aminŽs 70 ̂  84). De fa•on surprenante,
les anticorps gŽnŽrŽs apr•s immunisation par ces peptides donnent tous deux des signaux en
western blot de 10 et 20 kDa dans le foie humain[199]. Les auteurs pensent quÕil sÕagit de la
pro-hepcidine (bande de 10 kDa12) et dÕun dim•re ou agrŽgat dÕhepcidine (bande de 20 kDa).
Dans le sŽrum humain, ces anticorps dŽtectent une faible bande ̂ 10 kDa. On notera que
lÕanticorps issu de lÕimmunisation par le peptide mature ne rŽv•le que le prŽcurseur et en
aucun cas le peptide mature de 25 acides aminŽs, ni dans les tissus, ni dans le sŽrum. Ces
anticorps rŽagissent Žgalement sur des Žchantillons de cobaye[199], de rat et de souris[200].
LÕanticorps dirigŽ contre la prorŽgion a ŽtŽ utilisŽ pour Žlaborer un kit ELISA commercialisŽ
pour dŽtecter la pro-hepcidine dans des Žchantillons de sŽrum humain. La concentration de la
pro-hepcidine dans des volontaires sains calculŽe par ce kit ELISA donnent des valeurs de 52
ˆ 153 ng/ml de sŽrum[199]. La valeur biologique dÕune telle mesure sŽrique du prŽcurseur et
non de lÕhepcidine mature de 25 acides aminŽs reste ˆ dŽmontrer[31].

Enfin, lÕŽquipe de N. Subramaniam a dŽveloppŽ des anticorps en immunisant des
lapins avec de la pro-hepcidine1 recombinante de souris[382]. LÕutilisation de ces anticorps
purifiŽs en western blot permet de dŽtecter une bande ̂ 7,7 kDa dans le foie de souris
correspondant ˆ la pro-hepcidine. Cet anticorps ne semble pas reconna”tre lÕhepcidine mature.

Chez lÕhomme, en plus des techniques utilisant des anticorps dirigŽs contre lÕhepcidine
mature ou la pro-hepcidine, une autre mŽthode a ŽtŽ dŽveloppŽe pour dŽtecter lÕhepcidine.
CÕest une mŽthode utilisant la spectromŽtrie de masse qui permet dÕanalyser lÕhepcidine
urinaire[185]. Cette mŽthode permet dÕidentifier lÕhepcidine mature de 25 acides aminŽs et
des peptides hepcidine de 20 et 22 acides aminŽs.

Deux Žtudes dans la littŽrature ont pu comparer directement le dosage de la prŽ-pro-
hepcidine sŽrique et de lÕhepcidine urinaire chez un m•me patient mais les rŽsultats sont
divergents!: lÕune trouve que les deux mŽthodes sont corrŽlŽes[412] et lÕautre trouve des
rŽsultats contradictoires entre les deux mŽthodes[184].

                                                
12 Cette masse molŽculaire correspond en fait plut™t au poids molŽculaire calculŽ de la prŽ-pro-

hepcidine de 84 acides aminŽs qui contient le peptide signal. La pro-hepcidine qui ne contient pas le peptide
signal a un poids molŽculaire calculŽ de 7,5 kDa, ce qui correspond au signal dŽtectŽ par les anticorps
dŽveloppŽs par lÕŽquipe de N. Subramaniam.
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Enfin, lÕŽvaluation des taux hŽpatiques dÕARNm hepcidine reste une solution efficace
pour estimer la production dÕhepcidine, surtout chez la souris (les biopsies de foie humain
sont rares). Une Žtude rŽcente a montrŽ que les quantitŽs dÕARNm hŽpatique mesurŽes sur des
biopsies de foie de patients Žtaient corrŽlŽes aux quantitŽs dÕhepcidine urinaire mesurŽes par
dot blot chez ces m•mes patients[69].

RŽgulation de lÕhepcidine

$  RŽgulation dŽveloppementale

Au cours du dŽveloppement, le ou les g•nes codant pour lÕhepcidine ne sont pas
exprimŽs tout au long de la vie. De lÕARNm hepcidine a ŽtŽ retrouvŽ dans du foie fÏtal
humain par hybridation dÕune membrane commerciale contenant des ARNm de diffŽrents
tissus. Le stade exact dÕexpression du g•ne dans le foie fÏtal humain est difficile ˆ dŽfinir car
les ARNm proviennent dÕinterruption de grossesse pour raison mŽdicale, lÕ‰ge des fÏtus se
situant entre 18 ̂  24 semaines de grossesse. Chez la souris et le rat, lÕ(les)ARNm nÕa(ont) pu
•tre dŽtectŽ(s) dans le foie dÕembryons prŽlevŽs entre les stades E14,5 et E18,5[54, 281]
(Figure 23). Pour savoir si le g•ne hepcidine pouvait •tre exprimŽ plus prŽcocement, jÕai
mesurŽ par RT-PCR semi quantitative lÕexpression du g•ne Hepc1 dans le foie dÕembryons de
souris ‰gŽs de 10 ˆ 12,5 jours apr•s la conception. Je nÕai pas dŽtectŽ de signal par cette
technique (collaboration avec P.H. RomŽo, rŽsultats non publiŽs) mais ceci nÕexclut pas la
prŽsence dÕhepcidine ˆ des taux faibles, dŽtectables uniquement par RT-PCR quantitative. Au
cours du dŽveloppement, on retrouve ensuite les transcrits hepcidine dans le foie de
souriceaux ou de rats ̂  la naissance et dans les deux-trois premiers jours de vie[54, 281]. Le
ou les g•nes ne sont alors plus exprimŽs jusquÕˆ lÕ‰ge adulte!: on dŽtecte de nouveau lÕARNm
hepcidine ˆ 56 jours postnatal chez la souris[281] et d•s 28 jours chez le rat[54] (Figure 23).

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

$  RŽgulation systŽmique de lÕhepcidine

Pour •tre un bon candidat de rŽgulateur central du mŽtabolisme du fer, lÕhepcidine doit
pouvoir rŽpondre dÕune fa•on ou dÕune autre (niveau dÕexpression / dÕactivitŽ / de
dŽgradation) aux stimuli connus pour influer lÕabsorption et le relargage du fer. Comme on lÕa
vu prŽcŽdemment, un rŽgime riche en fer entra”ne une augmentation de la quantitŽ dÕARNm
hepcidine dans le foie[310] (et D. Q. Lou, rŽsultats non publiŽs du laboratoire). Le traitement
par le fer de volontaires sains conduit Žgalement ̂ lÕaugmentation de lÕhepcidine
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urinaire[276]. Ë lÕinverse, dans le cas dÕun rŽgime pauvre en fer, on observe une diminution
des transcrits hepcidine dans le foie de rat[105] et de souris (D. Q. Lou, rŽsultats non publiŽs
du laboratoire). De m•me, dans le foie de rate en fin de gestation, lorsque les rŽserves en fer
de la m•re sont faibles du fait de lÕexigence accrue du fÏtus pour ce mŽtal, on retrouve des
taux tr•s diminuŽs dÕhepcidine[257]. Cette rŽponse de lÕhepcidine au fer est une rŽponse
physiologique de lÕorganisme pour contrecarrer la surcharge en limitant lÕentrŽe de fer dans le
sang. Ë lÕinverse, lorsque lÕorganisme a besoin de fer, lÕhepcidine est diminuŽe, levant ainsi
ce frein de lÕabsorption intestinale et du recyclage du fer.

Outre la rŽponse au fer, lÕhepcidine rŽpond aux stimuli produits par le syst•me
Žrythropo•Žtique. En effet, chez des souris dont le nombre de globules rouges est fortement
diminuŽ par des saignŽes rŽguli•res ou un traitement hŽmolytique (phŽnylhydrazine), le
laboratoire a montrŽ que la quantitŽ de transcrits hepcidine dans le foie est diminuŽe[282]. De
fa•on similaire, des souris traitŽes ̂  lÕŽrythropo•Žtine[283] et des souris en situation
dÕhypoxie diminuent la transcription dÕhepcidine dans le foie[282]. Enfin, dans des mod•les
de souris anŽmiques par mutations naturelles (souris sla, portant une mutation dans le g•ne
codant pour la ferroxydase hŽphaestine, souris mk portant une mutation dans le g•ne codant
pour le transporteur de fer DMT1), les taux dÕARNm hŽpatiques sont diminuŽs[388]. Ainsi,
en cas de demandes accrues en fer, lÕhepcidine est diminuŽe de fa•on ˆ augmenter le fer
disponible pour reconstituer les rŽserves et, dans les cas plus sŽv•res, produire des globules
rouges.

Il semble que des deux signaux rŽgulateurs, le signal Žrythro•de prŽdomine sur celui
des rŽserves en fer. Ceci a pu •tre Žtabli gr‰ce aux mod•les de maladies hŽmatologiques de
dysŽrythropo••se o• on observe, suite ̂  lÕanŽmie, une hyperabsorption digestive de fer, qui
induit secondairement une surcharge martiale. Ainsi, dans des souris hypotransferrinŽmiques
(hpx)[388], ou des souris thalassŽmiques[2], les taux dÕARNm de lÕhepcidine sont diminuŽs
malgrŽ la surcharge en fer. Cette diminution de lÕhepcidine a Žgalement ŽtŽ dŽcrite rŽcemment
au niveau des taux dÕhepcidine urinaire chez des patients thalassŽmiques[298] (voir aussi
Ç!Hepcidine et dŽsordres du mŽtabolisme du fer!È). La prŽdominance du signal Žrythro•de sur
le signal du fer a pu Žgalement •tre mis en Žvidence dans notre laboratoire par un mod•le
expŽrimental!: nous avons traitŽ des souris injectŽes en fer dextran avec de la phŽnylhydrazine
qui entra”ne une hŽmolyse. Alors que les souris injectŽes en fer dextran augmentent leur taux
hŽpatiques dÕARNm hepcidine, les souris qui re•oivent en plus le traitement hŽmolytique
nÕaugmentent pas les taux dÕARNm hepcidine par rapport aux souris contr™les[282].

$  RŽgulation lors de lÕinflammation

LÕhepcidine est augmentŽe par divers stimuli inflammatoires. Que ce soit lors dÕune
inflammation chronique (infection bactŽrienne[343]) ou lors dÕune inflammation aigue
(injection de turpentine[282], dÕadjuvant de Freund[8] ou de lipopolysaccharide, LPS[275,
310]), on observe chez la souris, dans tous les cas, une augmentation des transcrits hepcidine
du foie. Chez lÕhomme, le traitement par une dose sublŽtale de LPS entra”ne Žgalement une
augmentation de lÕhepcidine urinaire 6h apr•s injection du LPS[184]. SÕil est maintenant bien
Žtabli que lÕhepcidine est une protŽine de rŽponse prŽcoce ̂ lÕinflammation, le rŽpertoire des
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cytokines inflammatoires capables de moduler lÕexpression de son g•ne reste un sujet de
controverse. Nous pouvons retenir quÕIL-6 et IL-1"  sont des agents inducteurs positifs de
lÕhepcidine. InfusŽe ̂ des volontaires sains, lÕIL-6 est capable dÕaugmenter de 6 fois les taux
urinaires dÕhepcidine au bout de quelques heures[276]. LÕIL-1",  m•me ̂  faible concentration,
augmente la transcription de lÕhepcidine dÕhŽpatocytes murins[215] et de lignŽes
hŽpatomateuses humaines (HuH-7)[165] en culture. Cette induction semble indŽpendante
dÕIL-6 puisque la prŽsence dÕanticorps bloquants anti-IL-6 nÕemp•che pas cette
induction[165, 215]. En revanche, le r™le du TNF-# sur lÕexpression de lÕhepcidine est moins
clair!: deux Žtudes ont montrŽ une diminution de lÕexpression de lÕhepcidine dans des lignŽes
hŽpatomateuses humaines (Hep3B[276], HuH-7 et HepG2[165]), une Žtude nÕobserve pas
dÕeffet dans des hŽpatocytes humains[275] et enfin une Žtude rŽalisŽe avec des hŽpatocytes
primaires de rat montre une augmentation de lÕhepcidine par le TNF-#[81].

Cette augmentation de lÕhepcidine au cours de lÕinflammation pourrait •tre liŽe ̂  son
r™le dÕagent antimicrobien dans les autres esp•ces. On pense en effet que lÕhepcidine a ŽvoluŽ
dÕun peptide antimicrobien vers son r™le de rŽgulateur de lÕhomŽostasie du fer. Cette
Žvolution a pu appara”tre dŽjˆ chez les poissons o• on retrouve ces deux fonctions chez
certaines esp•ces[342]. Chez les mammif•res, cette activitŽ bactŽricide serait inhibŽe dans le
sang par les concentrations de NaCl physiologiques[299] au profit de son action de rŽgulation
du mŽtabolisme du fer. Et les concentrations dÕhepcidine retrouvŽes dans lÕurine m•me lors
dÕune inflammation (de lÕordre de 1 µM)[275]) ne sont pas compatibles avec celles dÕun
peptide antimicrobien qui doit •tre tr•s concentrŽ pour agir[342].

$  Autres rŽgulations

Les niveaux dÕhepcidine semblent Žgalement sujets aux variations des hormones
sexuelles et du fond gŽnŽtique. En effet, il a ŽtŽ montrŽ quÕil existe un dimorphisme sexuel
chez la souris, les m‰les produisant moins dÕARNm hepcidine que les femelles([55] et
observations personnelles). Ces taux dÕhepcidine sont corrŽlŽs ̂ une surcharge en fer moins
importante chez les m‰les. Concernant le fond gŽnŽtique, il a ŽtŽ montrŽ que les g•nes
hepcidine sont plus fortement exprimŽs dans des souris dont la surcharge en fer hŽpatique est
naturellement plus ŽlevŽe([55, 388] et observations personnelles)!: les souris sur fond
gŽnŽtique 129 qui ont un contenu en fer plus ŽlevŽ que les souris C57 ont Žgalement plus
dÕhepcidine[388].

Un article Žtudiant les g•nes rŽgulŽs lors de la rŽgŽnŽration hŽpatique par microarrays
a montrŽ que les transcrits hepcidine Žtaient augmentŽs de quatre fois 6h et 24h apr•s une
hŽpatectomie partielle chez la souris[183]. Le r™le exact de lÕhepcidine dans la rŽgŽnŽration
du foie reste ˆ dŽterminer.

En culture cellulaire, lÕexpression des g•nes hepcidine dans les hŽpatocytes primaires
semble sensible ̂ la prŽsence de sŽrum dans le milieu. Pigeon et al. ont en effet montrŽ
quÕapr•s deux jours ou quatre jours de culture sans sŽrum de veau fÏtal, les taux dÕARNm
hepcidine sont diminuŽs dans les hŽpatocytes primaires de souris par rapport aux hŽpatocytes
fra”chement isolŽs. De plus, Pigeon et al. ont observŽ que la prŽsence de sŽrum permettait de
maintenir une expression ŽlevŽe des g•nes hepcidine au cours de la culture par rapport ̂ une
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culture sans sŽrum (Figure 24)[310]. Ces rŽsultats ont ŽtŽ retrouvŽs par notre laboratoire (D.
Q. Lou, rŽsultats non publiŽs) et dans des hŽpatocytes primaires humains par Nemeth et
al.[275]. Une Žtude rŽcente[81] a ŽtudiŽ lÕeffet de diffŽrentes conditions de culture sur des
hŽpatocytes primaires de rat. Cette Žtude montre, de fa•on surprenante, que dans les premi•res
heures de culture sans sŽrum (remplacŽ par 5% dÕalbumine bovine sŽrique) lÕexpression des
g•nes hepcidine est augmentŽe par rapport ̂ celle des hŽpatocytes fra”chement isolŽs. Enfin,
les auteurs de cette Žtude montrent que lÕexpression du g•ne hepcidine dŽpend ̂ la fois de
lÕŽtalement des cellules, du temps de culture, de la prŽsence de sŽrum et du contenu en fer des
cellules[81].

Figure +3" R$gulation de l#hepcidine en culture cellulaire par l#ajout de s$rum
Les h$patocytes sont cultiv$s en absence (') ou en pr$sence (@) de FCS (Fetal Calf Serum& s$rum de
veau f7tal)" N : 4"!: '4 ; N;4: : 4"!: '6  d#hydrocortisone hemisuccinate" J+ : apr%s deux de culture" J3 :
apr%s 3 jours de culture"

$  RŽgulations diffŽrentes dÕHepc1 et Hepc2

Chez la souris, lÕexpression des deux g•nes Hepc1 et Hepc2 est augmentŽe par un
rŽgime riche en fer[248] ou lÕinjection de fer dextran[164]. NŽanmoins, on observe des
rŽgulations diffŽrentes de lÕexpression dÕHepc1 et Hepc2 dans dÕautres situations. Ces
diffŽrences de rŽgulation sont intŽressantes car, comme nous lÕavons vu, ces deux g•nes ne
semblent pas avoir la m•me fonction (voir ci-dessus). Les deux g•nes sont tous les deux
exprimŽs dans le foie, mais seul le g•ne Hepc2 est exprimŽ dans le pancrŽas[164]. De fa•on
intŽressante, dans les souris KO Usf2, les deux g•nes ne sont pas exprimŽs dans le foie mais
dans le pancrŽas de souris KO Usf2, Hepc2 continue dÕ•tre exprimŽ. Les quantitŽs respectives
de transcrits Hepc1 et Hepc2 sont aussi sujets ̂  variation en fonction du fond gŽnŽtique.
Ainsi, dans la souris C57BL6 (fond gŽnŽtique utilisŽ pour Žtudier les rŽgulations de
lÕhepcidine ˆ diffŽrents stimuli[282]), Hepc1 est fortement exprimŽ dans le foie alors que les
transcrits Hepc2 sont majoritaires dans le foie de souris de fond gŽnŽtique DBA/2[55].

Ces rŽgulations diffŽrentes des deux g•nes sont dÕautant plus surprenantes que les
promoteurs dÕHepc1 et Hepc2 sont identiques ̂ 97%. La prŽsence dÕune sŽquence IAP
(instracisternal A-particle) en amont dÕHepc213 pourrait expliquer les diffŽrences de rŽgulation

                                                
13 LÕorganisation gŽnomique des g•nes Hepc1 et Hepc2 est sujet ̂  controverse du fait de diffŽrences

entre les donnŽes issues des sŽquences de cosmides ou des sŽquences gŽnomiques[164, 234, 280, 310]. Ainsi,
notre laboratoire consid•re que lÕIAP est en amont dÕHepc2 alors que Ilyin et al. le placent en amont dÕHepc1.
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observŽes. En effet lÕIAP est un rŽtrotransposon capable dÕinduire lÕexpression ectopique de
g•nes adjacents[42].

Le r™le dÕHepc2 est encore non ŽlucidŽ, lÕŽtude comparative des souris TTR-
Hepc2[234] et des souris KO Hepc2 (en cours de rŽalisation dans le laboratoire) nous
permettra certainement dÕen savoir plus.

$  Cellules et molŽcules impliquŽes dans les rŽgulations de lÕhepcidine par le fer et
lÕinflammation

Les mŽcanismes eux-m•mes de rŽgulation de lÕhepcidine restent ̂  dŽcouvrir car,
notamment en ce qui concerne lÕeffet du fer sur lÕhŽpatocyte, il nÕa pas ŽtŽ possible jusquÕˆ
prŽsent de reproduire lÕinduction observŽe in vivo sur des hŽpatocytes isolŽs en prŽsence de
diffŽrentes formes de fer[116, 275, 310]. Le fer libre a m•me ŽtŽ montrŽ comme Žtant capable
dÕinhiber in vitro la synth•se dÕhepcidine[116]. Ces rŽsultats sugg•rent une rŽgulation
indirecte de lÕhepcidine par le fer faisant intervenir dÕautres signaux et/ou dÕautres types
cellulaires. En particulier, le r™le des macrophages dans la rŽgulation de lÕhepcidine est sujet ̂
dŽbat[235, 267, 353]. Plusieurs Žquipes ont entrepris dÕŽtudier lÕimplication des macrophages
dans cette rŽgulation en utilisant des drogues capables de dŽtruire spŽcifiquement les
macrophages (liposome-clodronate ou gadolinium chloride). Toutes les Žquipes sÕaccordent ˆ
montrer que les cellules de Kupffer ne sont pas essentielles ˆ lÕinduction des g•nes hepcidine
par le fer[235, 267, 353]. Les macrophages semblent cependant importants dans la rŽgulation
de lÕhepcidine au cours de lÕinflammation. En effet, il a ŽtŽ montrŽ que des hŽpatocytes traitŽs
au LPS contiennent trois fois plus de transcrits hepcidine que des hŽpatocytes contr™les mais
que, lorsque lÕon traite les hŽpatocytes par des milieux conditionnŽs de macrophages activŽs
au LPS, ceux-ci augmentent de 25 fois leur taux dÕhepcidine[275].

Ces syst•mes ont donc Žgalement ŽtŽ utilisŽs pour regarder le r™le des macrophages
dans lÕinduction des g•nes hepcidine au cours de lÕinflammation. Les rŽsultats des diffŽrentes
Žquipes ne font pas ressortir de consensus sur cette question. Notre Žquipe a montrŽ que la
dŽplŽtion des cellules de Kupffer par des liposomes contenant du clodronate nÕemp•che pas
lÕinduction de lÕhepcidine dans les hŽpatocytes de souris traitŽes au LPS mais que cette
induction est plus faible que dans les souris contr™les[235]. LÕutilisation du clodronate par
une autre Žquipe indique, ̂  lÕinverse, que la rŽponse au LPS de lÕhepcidine est plus forte
lorsque que les macrophages sont dŽtruits que chez les contr™les[353]. Enfin, Montosi et al.
ont utilisŽ une autre drogue, le gadolinium chloride, pour dŽplŽter les macrophages[267]. Ces
auteurs montrent, comme les rŽsultats du laboratoire, une diminution de la rŽponse de
lÕhepcidine au LPS et ˆ la turpentine chez les souris dŽplŽtŽes en macrophages.

Une approche alternative utilisŽe par plusieurs Žquipes pour conna”tre les types
cellulaires mis en jeu dans ces rŽgulations, et, en particulier, pour pouvoir reproduire in vitro
lÕinduction de lÕhepcidine au fer observŽe in vivo, consiste ̂ cocultiver des hŽpatocytes et des
macrophages ou des hŽpatocytes avec des cellules endothŽliales et Žtudier les ARNm
hepcidine produits par les hŽpatocytes en rŽponse ˆ diffŽrents stimuli[169, 366].
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DÕun point de vue molŽculaire, peu de donnŽes existent sur les facteurs de
transcription agissant sur le promoteur du g•ne de lÕhepcidine. Courselaud et al. ont rŽalisŽ
une Žtude de promoteur classique par transfection, dans des lignŽes hŽpatomateuses, de
constructions contenant des fragments de promoteur du g•ne humain ou du g•ne murin Hepc1
dirigeant lÕexpression du g•ne rapporteur lucifŽrase[54]. Les auteurs ont ainsi ŽtudiŽ le r™le
des facteurs de transcription hŽpato-spŽcifiques C/EBP (CCAAT/Enhancer-Binding Protein)
et HNF4 (Hepatocyte Nuclear Factor 4) dans la rŽgulation des g•nes hepcidine au fer. Alors
que C/EBP# et C/EBP"  sont capables dÕinduire lÕactivitŽ lucifŽrase, HNF4 est sans effet. De
plus, des souris invalidŽes pour le g•ne C/EBP# dans le foie ont une surcharge en fer dans le
foie14 qui sÕaccompagne dÕune diminution des taux dÕARNm hepcidine. Le g•ne C/EBP#
Žtant induit dans le foie de souris ayant re•u un rŽgime riche en fer, ce facteur de transcription
pourrait •tre impliquŽ dans la rŽgulation de lÕhepcidine par le fer. En revanche, dans les souris
KO HNF4, les transcrits hepcidine sont augmentŽs, suggŽrant un r™le inhibiteur de ce facteur
de transcription sur les g•nes hepcidine (pour une revue de la littŽrature sur les C/EBP,
voir[325]).

Tout ˆ fait rŽcemment, Wang et al.[386] ont mis en Žvidence, de fa•on un peu
inattendue, une nouvelle voie de transactivation de lÕhepcidine en Žtudiant le phŽnotype de
souris KO SMAD4 (Homo sapiens mothers against decapentaplegic homolog 4) dont le g•ne
est invalidŽ uniquement dans le foie. Ces souris sont surchargŽes en fer dans le foie et
plusieurs autres organes. Le r™le de lÕhepcidine Žtant alors bien connu, les auteurs ont ŽtudiŽ
lÕexpression des g•nes hepcidine dans ces souris et ont pu remarquer que leur expression Žtait
compl•tement rŽprimŽe. LÕinhibition de lÕexpression de lÕhepcidine, associŽe ̂ une
augmentation de Dcytb, DMT1 et ferroportine dans le duodŽnum, explique probablement la
surcharge en fer de ces animaux. Les auteurs ont alors montrŽ que la surexpression de SMAD4
active le promoteur Hepc1 dans les hŽpatocytes et que cette activation se manifeste par des
modifications ŽpigŽnŽtiques de lÕhistone H3. SMAD4 Žtant impliquŽe dans la voie de
signalisation de TGF-"  et BMP (Bone Morphogenetic Protein) (pour revue, voir[244, 351]),
les auteurs ont donc voulu tester le r™le de ces facteurs de croissance dans lÕexpression du
g•ne hepcidine, r™le jusquÕalors inconnu, et ont montrŽ quÕils Žtaient capables dÕinduire
lÕexpression du g•ne Hepc1 et que cette induction est abolie en absence de SMAD4[386].

Trois autres protŽines impliquŽes dans lÕHH, HFE, RTf2 et HJV, jouent un r™le
important dans la rŽgulation de lÕhepcidine par le fer, je vous en parlerai dans le chapitre
Ç!Hepcidine et dŽsordres du mŽtabolisme du fer!È.

                                                
14 La surcharge en fer dans les souris invalidŽes pour C/EBP# dans le foie nÕa ŽtŽ ŽtudiŽe que dans le

foie, nous ne savons pas si dÕautres organes accumulent du fer, comme on pourrait sÕy attendre face ̂  une
diminution de lÕhepcidine.
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4) RŽgulation du mŽtabolisme du fer

Deux syst•mes de rŽgulation du fer coexistent dans lÕorganisme!:

Un syst•me qui permet ̂ lÕintŽrieur m•me dÕune cellule dÕadapter lÕentrŽe, le stockage
et la sortie du fer selon les quantitŽs prŽsentes dans la cellule, le syst•me IRP/IRE!;

Un syst•me de rŽgulation systŽmique qui permet aux diffŽrents organes
consommateurs et/ou de stockage du fer, de dialoguer pour maintenir lÕhomŽostasie. La
nature de ce syst•me de rŽgulation a ŽtŽ rŽŽvaluŽe de nombreuses fois en fonction des
nouvelles dŽcouvertes, de lÕidentification des g•nes du mŽtabolisme du fer et de leurs
propriŽtŽs.

Syst•me IRP/IRE

Au niveau de la cellule, un syst•me permet de rŽguler de fa•on coordonnŽe
lÕexpression post-transcriptionnelle de g•nes en fonction du contenu en fer cellulaire. Cette
rŽgulation repose sur lÕinteraction de deux IRP (Iron Regulatory Protein) avec des motifs
situŽs dans les rŽgions 5Õ ou 3Õ non traduites (5Õ- ou 3Õ-UTR) des ARNm codant pour des
protŽines de transport (RTf1, DMT1, ferroportine), de mŽtabolisme (aconitase
mitochondriale, 5-aminolevulinate synthase) ou de stockage (ferritine) du fer. Ces motifs sont
appelŽs IRE pour Iron Responsive Elements (pour revues, voir[82, 151, 296]). Les IRE sont
constituŽs dÕune tige stable dÕenviron 10 nuclŽotides interrompue par une base C non appariŽe
situŽe ̂  cinq nuclŽotides de la boucle. La boucle est formŽe de la sŽquence conservŽe
CAGUGN (Figure 25).

Figure +4" Exemples de tiges'boucles IRE
a) IRE de la ferritine" b) IRE de RTf!" c) IRE de l#ALA synthase $rythro1de" d) IRE de l#aconitase
mitochondriale"

Lorsque les IRE sont situŽs en 5Õ-UTR, leur liaison avec les IRP inhibe la traduction
du messager. Ë lÕinverse, la liaison des IRP avec un 3Õ-UTR-IRE stabilise lÕARNm. Chez les
mammif•res, deux protŽines IRP ont ŽtŽ identifiŽes. IRP1 aussi appelŽe aconitase cytosolique
1 (ACO1) poss•de un complexe fer-soufre (Fe-S). Quand le fer est abondant dans la cellule le
complexe Fe-S peut se former et IRP1 a alors une activitŽ aconitase[141, 155, 306]. Lorsque
le fer vient ˆ manquer, le complexe Fe-S est dŽstabilisŽ et la protŽine acquiert alors une
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activitŽ de liaison aux IRE. IRP2 (ou IREB2 pour IRE-Binding protein 2) est homologue ̂
79% ̂  IRP1, mais ne poss•de pas dÕactivitŽ aconitase ni de complexe Fe-S. En prŽsence de
fer ou dÕh•me, IRP2 est dŽgradŽe par le protŽasome[168] (Figure 26).

Ainsi la cellule prŽvient lÕaccumulation du fer soluble toxique gr‰ce aux IRP, senseurs
du fer, en augmentant le stockage du fer insoluble dans la ferritine (IRE en 5Õ) et en diminuant
lÕentrŽe du fer dans la cellule mŽdiŽe par TfR1 (IRE en 3Õ). Ë lÕinverse, quand la cellule
manque de fer, la ferritine est diminuŽe et, avec elle, les stocks de fer libŽrŽs et le captage du
fer est augmentŽ.

Outre le fer, des expŽriences in vitro ont montrŽ que les IRP sont sensibles ̂
lÕhypoxie[142, 143, 256] et au stress oxydant[34, 78, 385] suggŽrant un r™le plus large que
celui de rŽgulateurs du mŽtabolisme du fer (Figure 26).

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

Le r™le des IRP a largement ŽtŽ ŽtudiŽ in vitro mais ce nÕest que tr•s rŽcemment que
lÕimplication des IRP in vivo est ŽtudiŽe via la gŽnŽration de souris KO Irp1 et/ou Irp2. Les
premiers rŽsultats montrent que si les IRP sont essentiels au dŽveloppement de lÕorganisme
(lÕabsence totale dÕIrp1 et Irp2 conduit ̂  une lŽtalitŽ embryonnaire[345]), chaque Irp est
capable de compenser, en partie, lÕabsence de lÕautre Irp. En effet, les souris KO Irp1 ne
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prŽsentent pas dÕanomalies Žvidentes[255] et les souris KO Irp2 prŽsentent seulement une
anŽmie microcytaire associŽe ˆ une distribution anormale du fer entre les tissus[52, 112]. Il a
Žgalement ŽtŽ dŽcrit la prŽsence dÕune surcharge en fer cŽrŽbrale associŽe ̂ une
neurodŽgŽnŽrescence importante dans les souris KO Irp2[209], mais celle-ci nÕest pas
retrouvŽe dans un autre mod•le souris KO Irp2 (B. Galy et al., rŽsultats non publiŽs).

RŽgulation systŽmique!: mod•le de la crypte

Il existe deux signaux de rŽgulation importants pour lÕabsorption intestinale du fer, le
rŽgulateur indiquant les besoins en fer pour lÕŽrythropo••se (Ç!le rŽgulateur Žrythro•deÈ) et
celui indiquant lÕŽtat des rŽserves en fer (Ç!le rŽgulateur des rŽservesÈ)[95].

CÕest la prŽsence conjointe de HFE et RTf1 au niveau des cellules de la crypte de
lÕintestin[375] qui a permis lÕŽlaboration, il y a plusieurs annŽes, dÕun mod•le de rŽgulation
de lÕabsorption intestinale de fer dit Ç!mod•le de!la crypteÈ!qui repose sur une programmation
des cellules de la crypte en fonction des signaux rŽgulateurs (Žrythro•des et rŽserves)[334]
(Figure 27). CÕest en migrant le long de lÕaxe crypto-villositaire que les cellules de la crypte
se diffŽrencient et acqui•rent leur propriŽtŽ dÕabsorption. Les entŽrocytes matures, en fonction
de la quantitŽ de fer captŽe par les cellules de la crypte via RTf1, sont programmŽs ˆ produire
plus ou moins de protŽines responsables de lÕabsorption de fer. En rŽsulte une absorption du
fer adaptŽe aux besoins. HFE, dans ce mod•le, aurait un r™le de senseur du fer capable, via sa
fixation ̂  RTf1, de moduler la captation du fer dans les cellules de la crypte. Lorsque HFE est
mutŽ, la protŽine nÕest plus adressŽe ˆ la membrane et la captation de lÕholotransferrine au
niveau de la crypte est diminuŽe[361, 375]. Les cellules se retrouvent alors en situation de
privation artificielle en fer (malgrŽ les rŽserves abondantes de lÕorganisme), entra”nant une
augmentation des acteurs de lÕabsorption intestinale du fer et donc lÕhyperabsorption de fer
qui caractŽrise cette maladie.

Figure +-" Mod%le de la crypte
La prot$ine HFE produite par les cellules de la crypte sert de senseur aux deux signaux r$gulateurs& le
r$gulateur des r$serves et le r$gulateur $rythro1de" Les cellules de la crypte se diff$rencient alors en
ent$rocytes programm$s / absorber plus ou moins de fer en fonction des besoins en r$gulant les taux
de Dcytb& DMT!& ferroportine et h$phaestine"
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Ce mod•le, bien que sŽduisant, sÕest vite trouvŽ confrontŽ aux premi•res donnŽes
expŽrimentales de la littŽrature Žtudiant le r™le de HFE dans des cellules en culture et
montrant que HFE surexprimŽ diminuait en fait lÕentrŽe de fer (par compŽtition avec
lÕholotransferrine pour la fixation ˆ RTf1)[12, 38, 76, 318, 333, 376, 384], et que, par
consŽquent, HFE mutŽ entra”nait une surcharge en fer de la cellule (et non un Žtat de dŽficit,
comme dans le mod•le de la crypte). De plus, plusieurs auteurs ont montrŽ que les entŽrocytes
de patients hŽmochromatosiques (ou de souris Hfe-/-) ne prŽsentaient pas les caractŽristiques
de cellules carencŽes en fer[182, 269, 348]. Enfin, notons que le mod•le de la crypte
nÕenvisage quÕune rŽgulation ̂ long terme de lÕabsorption intestinale de fer (compte tenu quÕil
faut plusieurs jours ̂  un entŽrocyte de la crypte pour devenir mature) et que dans certaines
situations physiopathologiques, la rŽgulation de lÕabsorption se met en place tr•s
rapidement[106].

Les macrophages (rate, moelle, foie) jouent Žgalement un r™le important dans la
rŽgulation de lÕhomŽostasie du fer par leur fonction de relargage du fer liŽ ˆ lÕh•me. Suite ̂
lÕobservation de la prŽsence de macrophages dŽficients en fer chez les patients
hŽmochromatosiques, et compte tenu de la prŽsence de la protŽine HFE dans ces cellules[134,
302, 407], certains auteurs ont Žmis lÕhypoth•se que, lÕabsence de HFE ̂  la membrane de ces
cellules perturberait la captation de fer RTf1 dŽpendante, provoquant le dŽficit en fer de ces
cellules. Lˆ encore, une autre hypoth•se peut •tre avancŽe faisant intervenir comme nous le
verrons lÕhepcidine.
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5) HŽmochromatose hŽrŽditaire (HH)

LÕhŽmochromatose hŽrŽditaire (HH) est une pathologie gŽnŽtique tr•s frŽquente. Elle
peut se manifester sous deux formes, une forme classique (ou hŽmochromatose adulte) dont
les sympt™mes apparaissent ˆ lÕ‰ge adulte et une forme juvŽnile, plus rare, qui, comme son
nom lÕindique, est plus prŽcoce mais Žgalement plus sŽv•re (pour revue, voir[307]).

LÕhŽmochromatose classique

La premi•re description de la maladie remonte ̂ 1865, en France, o• le Dr Armand
Trousseau dŽcrit des malades atteints de Ç!diab•te bronzŽ avec cirrhose!È. CÕest le mŽdecin
allemand Daniel von Recklinghausen qui introduit en 1889 le terme Ç!hŽmochromatose!È
pour dŽcrire le cas dÕun patient atteint dÕune cirrhose et dont le foie Žtait pigmentŽ suite ̂  une
surcharge martiale. En 1935, Joseph Sheldon, gŽriatre anglais, rassemble les donnŽes de plus
de 300 patients et conclut au caract•re hŽrŽditaire de la maladie. Ce nÕest que 40 ans plus tard,
que lÕŽquipe de Claude Simon, ˆ Rennes, montre la liaison de la maladie au locus HLA[344].

LÕhŽmochromatose classique est une maladie autosomique rŽcessive (sauf
lÕhŽmochromatose de type 4, voir plus loin). Elle se caractŽrise par une surcharge martiale
progressive dans tout lÕorganisme et tout particuli•rement dans le foie. Les premiers
hŽpatocytes ˆ se surcharger en fer sont les hŽpatocytes situŽs autour des espaces portes car le
fer provient gŽnŽralement de la veine porte suite ̂  lÕhyperabsorption intestinale. Les signes
prŽcurseurs dÕune accumulation de fer sont lÕaugmentation de la saturation de la transferrine
puis lÕaugmentation de la ferritine sŽrique. Les sympt™mes de la maladie sont peu spŽcifiques,
ce qui en fait une maladie difficile ˆ diagnostiquer en absence de mesure du fer circulant.
LÕaccumulation du fer dans les organes est dŽlŽt•re et entra”ne leur dysfonctionnement. Les
premiers sympt™mes de lÕhŽmochromatose peuvent •tre la fatigue, des douleurs articulaires.
Par la suite, la surcharge en fer sÕaggravant, apparaissent alors une hŽpatomŽgalie, une
atteinte cardiaque, parfois du diab•te, des perturbations hormonales, une pigmentation de la
peau. Pour Žliminer la surcharge en fer, la mesure essentielle du traitement est la saignŽe. La
maladie touche principalement les hommes, les femmes Žtant protŽgŽes par la perte rŽguli•re
de sang lors des menstruations.

$  LÕhŽmochromatose HFE-dŽpendante (OMIM n¡ 235200)

En 1996, la sociŽtŽ Mercartor Genetics a participŽ ̂ la dŽcouverte de lÕimplication du
g•ne HFE dans 80% des hŽmochromatoses dites Ç!classiques!È[87]. Le g•ne HFE est localisŽ
en 6p21.3 chez lÕhomme. La protŽine HFE est une molŽcule atypique de la famille des
molŽcules du CMH de classe I qui se lie ˆ la " 2-microglobuline (voir paragraphe Ç!HFE!È).

De nombreux patients atteints dÕhŽmochromatose prŽsentent la mutation C282Y
emp•chant la protŽine HFE de se lier ˆ la " 2-microglobuline et donc dÕ•tre adressŽe ˆ la
membrane[88]. Son implication dans lÕhŽmochromatose ne fait aucun doute comme le prouve
la surcharge en fer des mod•les murins (KO complet du g•ne Hfe et KI prŽsentant la mutation
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C282Y15)[16, 224, 410]. DÕautres mutations du g•ne HFE, plus rares, ont ŽtŽ dŽcrites. Les
mutations H63D et S65C sont associŽes ˆ une surcharge en fer peu sŽv•re. La mutation
affectant un site dÕŽpissage (IVS5+1 G/A) a ŽtŽ retrouvŽe chez des patients qui ne sont pas
dÕorigine dÕEurope du Nord mais dÕorigine vietnamienne[347](Figure 28) (pour revue sur les
variants et mutations de HFE, 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+! acides amin$s qui forment 0 domaines extracellulaires&
# !& # + 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& S64C et IVS4(@!)GBA
(en marron) ont $t$ retrouv$es chez des patients atteints d#h$mochromatose" Les autres
changements d#acides amin$s sont des variants de la s$quence prot$ique sans cons$quence sur la
fonction d#HFE"

LÕhŽmochromatose HFE-dŽpendante est la cause plus frŽquente de surcharge en fer
gŽnŽtique dans les populations de race blanche[253]. LÕall•le C282Y ̂  lÕŽtat homozygote est
prŽsent chez trois sujets sur 1000. En effet, tr•s frŽquente en Europe du Nord, cette mutation
pourrait avoir une origine celtique[236].

RŽcemment, cette maladie sÕest avŽrŽe •tre hŽtŽrog•ne, impliquant, comme nous
allons le voir, diffŽrents g•nes. En effet, HFE est mutŽ dans 80% des hŽmochromatoses
classiques. Reste 20% de ces hŽmochromatoses qui sont dues ̂ des mutations dans dÕautres
g•nes impliquŽs dans le mŽtabolisme du fer. La dŽcouverte de nouveaux g•nes impliquŽs
dans lÕhŽmochromatose a conduit ̂  la classification des hŽmochromatoses en fonction du
g•ne mutŽ. Ainsi, lÕhŽmochromatose HFE-dŽpendante est dite de type I, lÕhŽmochromatose
juvŽnile de type II, lÕhŽmochromatose liŽe ̂  RTf2, de type III et celle liŽe ̂  la ferroportine, de

                                                
15 JÕai choisi de prŽsenter les mutations par les changements provoquŽs au niveau protŽique plut™t que

gŽnomique car cette appellation est la plus connue.
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type IV. Cette nomenclature est peu ̂  peu abandonnŽe car jugŽe trop restrictive (voir plus
loin).

$  Mutations du g•ne TFR2 (OMIM n¡ 604720)

Des mutations dans le g•ne codant pour RTf2 (TFR2, localisŽ en 7q22 chez
lÕhomme)[35] sont responsables de lÕhŽmochromatose dite de type III qui a le m•me tableau
clinique que celle impliquant HFE (Figure 29). RTf2 est une protŽine membranaire dont le
g•ne TFR2 est fortement exprimŽ dans le foie. Deux transcrits sont produits ̂ partir du g•ne
TFR2!: un transcrit # et un transcrit "  (voir paragraphe Ç!RTf2!È).

De fa•on intŽressante, alors que certaines mutations touchent ̂ la fois les sŽquences
codant pour les deux transcrits #  et "  (par exemple la mutation Y250X), dÕautres ne
perturbent que lÕun des deux transcrits (par exemple la mutation E60X)[327] (Figure 29). Ë
partir de lÕŽtude phŽnotypique des patients portant la mutation E60X ou Y250X, Roetto et al.
ont Žmis lÕhypoth•se que la persistance dÕun transcrit "  non affectŽ pouvait •tre associŽ ̂ une
hŽmochromatose moins sŽv•re. En effet, les mutations du g•ne TFR2 conduisent ̂ des
expressions phŽnotypiques variables. Cette hypoth•se est maintenant remise en cause par
lÕŽtude de patients portant la mutation R105X chez qui le transcrit "  nÕest pas modifiŽ, mais
pour qui la surcharge en fer est apparue tr•s t™t[210].

De mani•re gŽnŽrale, les Žtudes rŽcentes de mutations de g•nes chez les patients
atteints dÕhŽmochromatose montrent que des mutations de TFR2 sont retrouvŽes chez des
patients tr•s jeunes[312] avec parfois la prŽsence dÕhypogonadisme mais dont la progression
de la surcharge est plus lente que dans la forme juvŽnile[124, 247]. Ce phŽnom•ne peut •tre
en partie attribuŽ ̂  une meilleure information sur la maladie et sur une plus grande
disponibilitŽ des tests biochimiques pour Žvaluer la surcharge martiale (ferritine sŽrique,
saturation de la transferrine).

Tr•s rŽcemment, Pietrangelo et al. ont dŽcrit deux patients, un fr•re et une sÏur,
atteints dÕhŽmochromatose juvŽnile liŽe ̂  des mutations dans les g•nes HFE et TFR2[309].
Cet article a montrŽ pour la premi•re fois quÕon ne pouvait pas restreindre lÕhŽmochromatose
juvŽnile ̂  des mutations dans les g•nes HJV et HAMP (voir plus loin). Cette dŽcouverte a
remis en question la classification initialement proposŽe. En effet, il faut maintenant envisager
que des mutations dans le g•ne HFE ou TFR2 peuvent conduire ̂ une hŽmochromatose adulte
ou ˆ une hŽmochromatose juvŽnile.
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Mutation Origine Ph$notype R$f$rences

E6:X Italie (Sud) HC ,0+-.

R!:4X France (Nord) HC ,+!:.

M!-+K Italie (Centre) HC ,0+-.

Y+4:X Italie (Sud) HC ,04& 0!+.

Q0!-X Italie (Sud) HC
@ HFE CY : HJ ,0:9.

L39:R Japon HC ,!9+.

V46!X Japon HC ,!9!.

AVAQ 493'49- del Italie (Nord)& Japon HC (@ hypogonadisme) ,!+3& !38.

Q69:P Portugal HC @ hypogonadisme ,+3-.

Figure +9" Mutation dans le g%ne TFR+ codant pour le r$cepteur transferrine +
En haut est repr$sent$ le g%ne TFR+ et les deux isoformes produites par ce g%ne en dessous" Les
mutations impliqu$es dans l#apparition d#une h$mochromatose sont indiqu$es au'dessus du g%ne en
gras& les polymorphismes& en dessous du g%ne"
A gauche du tableau& sont indiqu$es les modifications de la prot$ine g$n$r$es par 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%ne HFE"

Lˆ encore, pour lÕhŽmochromatose liŽe ̂  RTf2, plusieurs mod•les murins ont ŽtŽ
Žtablis!: un mod•le KI introduisant la mutation homologue ̂ la mutation humaine Y250X
chez la souris (Y245X)[99] et un mod•le dÕinvalidation, souris KO TfR2[381]. Ces deux
mod•les murins reproduisent les anomalies de surcharge en fer observŽes chez les patients.
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$  Mutations du g•ne SLC40A1 (OMIM n¡ 604653)

LÕhŽmochromatose de type IV, liŽe aux mutations du g•ne codant pour la ferroportine
(SLC40A1, anciennement SLC11A3 localisŽ chez lÕhomme en 2q32), est particuli•re ˆ
plusieurs titres. Elle se transmet suivant un mode autosomique dominant alors que les
hŽmochromatoses liŽes ̂  HFE ou RTf2 sont autosomiques rŽcessives. Dans cette forme
dÕhŽmochromatose, la surcharge en fer est le plus souvent dÕabord macrophagique puis
seulement elle atteint les hŽpatocytes. La prŽsence dÕune anŽmie et donc dÕune faible
tolŽrance aux phlŽbotomies est retrouvŽe chez certains patients. Les patients mutŽs pour
SLC40A1 prŽsentent moins souvent des perturbations hŽpatiques que les patients mutŽs dans
le g•ne HFE qui dŽveloppent souvent des fibroses et cirrhoses. Cette diffŽrence pourrait •tre
due ̂  la prŽsence du fer prŽfŽrentiellement dans les macrophages, ce fer Žtant moins toxique
pour lÕorganisme[412].

Le plus souvent, il sÕagit de substitutions, touchant probablement des rŽgions critiques
pour la localisation et la fonction de la protŽine (Figure 30). La mutation entra”nant la dŽlŽtion
de la valine 162 est la mutation la plus souvent rencontrŽe. On remarque quÕil nÕa pas ŽtŽ
trouvŽ de mutations STOP ou Ç!dŽcalage de lecture!È chez les patients (Figure 30). Ceci
sugg•re que les mutations de la ferroportine associŽes ˆ lÕhŽmochromatose ne sont pas de
simples mutations perte de fonction mais quÕelles pourraient perturber les interactions
protŽine-protŽine.

Il a rŽcemment ŽtŽ proposŽ que les mutations de la ferroportine peuvent •tre sŽparŽes
en deux catŽgories[63, 77, 232, 338]!:

- mutations conduisant ̂ une mauvaise localisation de la protŽine dans des vŽsicules
intracellulaires. Ces mutations entra”neraient lÕabsence dÕexport cellulaire de fer.

- mutations conduisant ̂ une perte de rŽgulation de la ferroportine par lÕhepcidine
(Figure 30).
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Mutation Origine Ph$notype R$f$rences

Y63N Canada franCais Ferritine $lev$e& sat Tf $lev$e; fer dans
h$patocytes et macrophages ,0!9.

A--D Italie& Australie Ferritine $lev$e& sat Tf normale; fer dans
macrophages ,+66& 039.

G8:S
G8:V Italie Ferritine $lev$e& sat Tf normale ,3!& 0:8.

R88T Espagne Ferritine $lev$e& sat Tf $lev$e; fer dans
h$patocytes et macrophages ,!3.

N!33H
N!33T
N!33D

Hollande
Dles Salomon
Australie

Ferritine $lev$e& sat Tf $lev$e; fer dans
h$patocytes et macrophages ,!:& +88& +89& 0-8.

D!4-G France Ferritine $lev$e& sat Tf normale ,!43.

W!48C Grande'Bretagne Ferritine $lev$e& sat Tf normale& fer dans
macrophages ,!06.

V!6+del Grande'Bretagne& Italie&
Australie& Sri Lanka& Gr%ceFerritine $lev$e& sat Tf normale / basse ,3:& -:& 0+8& 0--&

0-9.

N!-3I Italie ,0:8.

I!8:T Espagne Ferritine $lev$e& sat Tf $lev$e; fer dans
h$patocytes et macrophages ,!3.

D!8!V Italie Ferritine $lev$e& sat Tf normale ; fer dans
h$patocytes et macrophages ,3!.

Q!8+H France Ferritine $lev$e& sat Tf normale @ cataracte ,!43.

N!84D Canada (origine
Scandinavie)

Ferritine $lev$e& sat Tf normale puis
augmentation de la sat Tf ,+68.

Q+38H
Afro'Am$ricain& Afrique
du Sud& Zimbabwe&
Swaziland

Polymorphisme? Ferritine $lev$e& sat Tf normale;
fer dans macrophages (@ h$patocytes) ,+3& !0:.

G+6-D Chine Ferritine $lev$e& sat Tf normale ,3!.

G0+0V France Ferritine $lev$e& sat Tf normale @ cataracte ,!43.

C0+6S
C0+6Y

Europe
Tha1lande

Ferritine $lev$e& sat Tf $lev$e; fer dans
h$patocytes et macrophages ,03:& 0-+.

R389E
R389S Grande'Bretagne& Japon Ferritine $lev$e& sat Tf normale; fer dans

(h$patocytes et) macrophages ,!06& !90.

G39:D Chine (@ La R$union?) Ferritine $lev$e& sat Tf $lev$e; fer dans
h$patocytes et macrophages ,!-3.

Figure 0:" Mutations dans le g%ne SLC3:A!  codant pour la ferroportine
La ferroportine est repr$sent$e selon une des hypoth%ses concernant sa topologie (9 domaines
transmembranaires)" Les cyst$ines sont indiqu$es d#un rond jaune" Chaque mutation est figur$e par
un rond rose"
A gauche du tableau sont indiqu$es les modifications de la prot$ine g$n$r$es par les mutations" En
violet& sont indiqu$es les mutations d$finies comme perte de fonction par des exp$riences in vitro et
en rouge celles consid$r$es comme produisant une prot$ine insensible / l#hepcidine,60& --& +0+& 008."
Sat Tf : saturation de la transferrine"
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Donovan et al.[74] ont rŽcemment crŽŽ un mod•le KO conditionnel de la ferroportine
utilisant le syst•me Cre/LoxP. Le KO total de la ferroportine est lŽtal embryonnaire, la
ferroportine jouant un r™le essentiel dans le transport placentaire de fer[74]. Les souris dont le
g•ne codant pour la ferroportine est invalidŽ uniquement dans le duodŽnum sont anŽmiques
montrant le r™le essentiel de la ferroportine au niveau du duodŽnum. De fa•on surprenante, les
souris hŽtŽrozygotes Fpnnull/+ ne reproduisent pas les anomalies du fer observŽes chez les
patients!: ces souris nÕont pas dÕanomalies apparentes avant lÕ‰ge de 6 mois et, ̂  1 an, le fer
sÕaccumule dans les macrophages et la quantitŽ de fer diminue dans le foie de ces souris[74].
Les diffŽrences entre le phŽnotype des souris hŽtŽrozygotes Fpnnull/+ et la maladie dŽveloppŽe
par les patients semblent indiquer que les mutations observŽes chez les patients ne sont pas de
simples mutations perte de fonction. La gŽnŽration de souris portant les mutations
homologues ̂ celles retrouvŽes chez les patients (dŽveloppŽes par deux laboratoires!: celui
dÕA. Pietrangelo et celui de M. Muckenthaler) nous apportera certainement des rŽponses
quant au mŽcanisme conduisant ˆ lÕinstallation de lÕhŽmochromatose chez ces patients.
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LÕhŽmochromatose juvŽnile

La derni•re forme dÕhŽmochromatose, la forme juvŽnile, est une maladie autosomique
rŽcessive dont les sympt™mes apparaissent plus prŽcocement que les autres types
dÕhŽmochromatose (avant 30 ans contre 40-50 ans pour les hŽmochromatoses classiques) et
dont le phŽnotype est beaucoup plus sŽv•re, avec une surcharge martiale plus importante et
des atteintes cardiaques et endocriniennes graves. Elle se caractŽrise notamment par la
prŽsence dÕhypogonadisme gonadotrophique et les patients meurent gŽnŽralement jeunes de
leur atteinte cardiaque sÕils ne sont pas traitŽs par de nombreuses saignŽes ou par des
chŽlateurs de fer16. LÕhŽmochromatose juvŽnile, contrairement ̂ la forme adulte ou classique,
touche autant les femmes que les hommes.

La premi•re description dÕun cas dÕhŽmochromatose juvŽnile date de 1932, elle Žtait
dŽcrite alors comme une Ç!cirrhose pigmentaire avec infantilisme, insuffisance cardiaque et
aplasies endocriniennes multiples!È[25]. La recherche du g•ne impliquŽ dans
lÕhŽmochromatose juvŽnile dure depuis de nombreuses annŽes!: en 1999 Roetto et al. ont
Žtabli un lien entre la maladie et le locus gŽnomique 1q21[326]. Ce nÕest que depuis 2004 que
le g•ne HJV a pu •tre identifiŽ dans cette rŽgion comme Žtant mutŽ chez les patients avec
lÕaide de la sociŽtŽ Xenon genetics[297]. Entre temps, Roetto et al. avaient identifiŽ en 2003
des mutations dans un autre g•ne, le g•ne HAMP codant pour lÕhepcidine, chez quelques
patients atteints dÕhŽmochromatose juvŽnile[329].

$  Mutations du g•ne HJV (OMIM n¡ 608374)

Dans la majoritŽ des cas, cÕest le g•ne de lÕhŽmojuvŽline (notŽ HJV ou RGMc) situŽ en
1q21 qui est mutŽ chez les patients atteints dÕhŽmochromatose juvŽnile. LÕhŽmojuvŽline
appartient ̂ la famille RGM (Repulsive Guidance Molecule), elle poss•de une ancre GPI qui,
une fois clivŽe entra”ne la libŽration dÕune forme soluble de lÕhŽmojuvŽline. Le g•ne est
exprimŽ dans le foie, le muscle et le cÏur (voir paragraphe Ç!HŽmojuvŽline!È).

De nombreuses mutations ont ŽtŽ dŽcrites depuis 2004 (Figures 31 et 32). La mutation
la plus souvent rencontrŽe chez les patients est celle conduisant ̂ la substitution dÕune glycine
en position 320 par une valine (G320V). Les mutations dŽcrites touchent toutes les rŽgions
codantes. Des mutations ̂ lÕŽtat hŽtŽrozygote de HJV ont ŽtŽ retrouvŽes chez des patients
homozygotes pour la mutation C282Y du g•ne HFE. Chez ces patients, la prŽsence dÕun
all•le mutŽ supplŽmentaire dans le g•ne HJV est associŽe ˆ une aggravation de la surcharge en
fer[211] (voir Ç!G•nes modificateurs de lÕhŽmochromatose!È).

                                                
16 Les chŽlateurs de fer sont utilisŽs en cas de surcharge en fer sŽv•re ou lorsque la surcharge en fer est

accompagnŽe dÕune anŽmie, auquel cas, les saignŽes sont inappropriŽes (dans les thalassŽmies par exemple). Le
chŽlateur le plus souvent utilisŽ est le sidŽrophore desferrioxamine (DFO). LÕinconvŽnient de la DFO est quÕelle
passe difficilement la barri•re intestinale et a une demi-vie courte. Elle doit donc •tre administrŽe par infusions
sous-cutanŽes rŽpŽtŽes. De plus, la DFO chŽlate mal le fer contenu dans le cÏur. De nombreuses Žquipes de
recherche et laboratoires pharmaceutiques dŽveloppent actuellement de nouveaux chŽlateurs de fer (voir
revue[175]).
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Ph$notypeMutation
Origine

H$t$rozygote Homozygote
R$f$rences

G0+:V
Canada& France& Italie& Etats'Unis&
Irlande& Australie& Europe de l#Est

G0+:V;Q!!6X: HJ
G0+:V; I!++N : HJ
G0+:V;C0+!W : HC
@ HFE YY : aggrave surcharge

HJ
,49& !!8& +:6&
+!!& +!6& +!-&

+9-& 08:.

G66X Roumanie HJ ,!-!.

V-3fsX!!0 Grande'Bretagne V-3fsX!!0;N+69fsX0!! : HJ ,+:6.

C8:R Etats'Unis& Australie C8:R;L!:!P : HJ
C8:R;R0+6X : HJ ,+!-& 08:.

S84P Italie HJ ,+:6.

G99V
G99R Gr%ce& Albanie G99R;L!:!P : HJ HJ ,+:6& +9-.

L!:!P France& Albanie& Etats'Unis
G99R;L!:!P : HJ
C8:R;L!:!P : HJ
@ HFE YY : aggrave surcharge

HJ ,+:6& +!!& +!-.

S!:4L France @ HFE YY : aggrave surcharge ,+!!.

Q!!6X Irlande G0+:V;Q!!6X: HJ ,49.

C!!9F Europe de l#Est HJ ,!!8.

R!0!fsX+34 Italie HJ ,+:6.

D!39fsX+34 Italie @ HFE CY : pas de ph$notype HJ ,+-& +:6.

A!68D Australie HJ ,+:6.

F!-:S Italie HJ ,+:6.

D!-+E Italie D!-+E;G0!9fsX03! : HJ ,+:6.

W!9!C Italie HJ ,+:6.

N!96K Italie @ HFECY HD : HC ,+-.

S+:4R Italie S+:4R;G+4:V: HJ ,+:6.

I!++N Canada G0+:V; I!++N : HJ HJ ,+!-& +9-.

D+39H Japon HSA ,!9!.

G+4:V Italie S+:4R;G+4:V: HJ ,+:6.

N+69fsX0!! Grande'Bretagne V-3fsX!!0;N+69fsX0!! : HJ ,+:6.

I+8!T Gr%ce& Chine I+8!T;C0+!X : HJ HSA ,!4-& +9-.

R+88W France HJ ,90& +:6.

E0:+K France @ HFE YY : aggrave surcharge ,+!!.

Q0!+X Japon HSA ,!9!.

G0!9fsX03! Italie D!-+E;G0!9fsX03! : HJ ,+:6.
C0+!X
C0+!W

Chine& Etats'Unis I+8!T;C0+!X : HJ
G0+:V;C0+!W : HC ,!4-& +!6.

R0+6X Gr%ce& Australie C8:R;R0+6X : HJ HJ ,+9-& 08:.

S0+8fsX00- Europe de l#Est HJ ,!!8.

R004Q France @ HFE YY : aggrave surcharge ,+!!.

C06!fsX066 Gr%ce HJ ,+9-.

N0-+D France @ HFE YY : aggrave surcharge ,+!!.

R084X Italie HJ ,+:6.

Figure 0!" Mutations du g%ne codant pour l#h$mojuv$line (HJV)
A gauche sont indiqu$es les modifications de la prot$ine g$n$r$es par les mutations" Les mutations
< d$calage de lecture = sont figur$es en vert" Les substitutions non sens (STOP) sont figur$es en
marron et les substitutions faux sens en rouge" HJ : h$mochromatose juv$nile ; HC : h$mochromatose
classique ; HSA : h$mochromatose s$v%re dont les premiers sympt>mes apparaissent / l#?ge adulte"
HFE C : all%le sauvage en position +8+ ; HFE Y : all%le mut$ C+8+Y ; HFE H : all%le sauvage en position
60 ; HFE D : all%le mut$ H60D



74

Figure 0+" Structure du g%ne codant pour l#h$mojuv$line (HJV)
Les mutations retrouv$es chez les patients (voir Figure 0!) sont indiqu$es sur la s$quence prot$ique
de l#h$mojuv$line" Frameshift : < d$calage de lecture = ; missense : faux sens"

Certains patients prŽsentant des mutations du g•ne HJV ˆ lÕŽtat homozygote ont une
surcharge en fer plus modŽrŽe, avec apparition tardive des sympt™mes[191], attŽnuant encore
les fronti•res entre lÕhŽmochromatose classique et juvŽnile.

Deux mod•les murins dÕinvalidation du g•ne Hjv ont ŽtŽ publiŽs au m•me
moment[158, 287]. Dans ces deux mod•les KO, on retrouve la surcharge en fer massive
observŽe chez les patients.

$  Mutations du g•ne HAMP (OMIM n¡ 606464)

Des mutations du g•ne codant pour lÕhepcidine (HAMP, localisŽ en 19q13 chez
lÕhomme) ont ŽtŽ retrouvŽes ˆ lÕŽtat homozygote chez des patients atteints dÕhŽmochromatose
juvŽnile. Ces mutations, qui reprŽsentent des cas tr•s rares, sont dŽtaillŽes dans la Figure 33.

Les mutations identifiŽes dans la rŽgion correspondant au propeptide entra”nent soit un
dŽcalage de phase de lecture, soit un arr•t de la traduction[246, 329]. De fa•on plus
intŽressante, des mutations de substitution ont ŽtŽ retrouvŽes dans la rŽgion codant pour le
peptide mature. Ces mutations permettent dÕidentifier les rŽgions importantes dans la fonction
du peptide. Il est ainsi Žvident que les cystŽines sont essentielles ˆ cette fonction puisque deux
cystŽines sont mutŽes chez des patients atteints dÕhŽmochromatose juvŽnile[68, 329]. Une
mutation de la derni•re cystŽine a ŽtŽ retrouvŽe chez un patient hŽtŽrozygote composite
portant Žgalement la mutation R59G (qui pourrait perturber le site de clivage de lÕhepcidine
mature) associŽe ˆ une hŽmochromatose adulte[28]. Une autre mutation substitutive touche
une glycine situŽe entre 2 cystŽines, perturbant donc ainsi probablement les ponts disulfures.
La glycine ayant un encombrement stŽrique tr•s faible, on peut sÕattendre ˆ ce que lÕacide
aspartique qui remplace cette glycine chez le patient emp•che la formation des ponts
disulfures adjacents[254].

Ë lÕŽtat hŽtŽrozygote, les mutations dans le g•ne codant pour lÕhepcidine sont le plus
souvent sans effet, mais la prŽsence de ces mutations chez des patients atteints
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dÕhŽmochromatose classique peut aggraver la surcharge martiale[15, 170, 254] (voir Ç!G•nes
modificateurs de lÕhŽmochromatose!È).

Enfin, notons quÕil a ŽtŽ retrouvŽ un mode de transmission digŽnique (patients ayant
une mutation ̂  lÕŽtat hŽtŽrozygote pour le g•ne HFE et une mutation ̂  lÕŽtat hŽtŽrozygote
pour le g•ne HAMP) ˆ lÕorigine dÕhŽmochromatose ou simplement dÕaugmentation de la
ferritine, indiquant des rŽserves en fer trop ŽlevŽes[15, 170, 254].

Ph$notype
Mutation Prot$ine

H$t$rozygote Homozygote
R$f$rences

90delG pas de ph$notype HJ ,0+9.

Met4:del pas de ph$notype
@ HFE CY: HJ ,+43.

4#UTR GBA pas de ph$notype HJ ,+36& 0!3.

C!66T R46X pas de ph$notype
@ HFE YY: aggrave surcharge HJ ,!-:& 0+9.

C!-4G R49G
pas de ph$notype
@ HFE YY: aggrave surcharge
R49G;C8+Y: HC

HC ,+8& !-:.

T+:8C C-:R pas de ph$notype HJ ,00:.

G+!+A G-!D
pas de ph$notype
@ HFE CY: ferritine $lev$e
@ HFE Y:  aggrave surcharge

,!4& !-:& +43.

G+00A C-8T pas de ph$notype HJ ,68.

C8+Y R49G;C8+Y: HC ,+8.

Figure 00" Mutations du g%ne humain de l#hepcidine (HAMP)
Le g%ne HAMP est form$ de 0 exons codant pour un pr$'pro'peptide de 83 acides amin$s dont la
s$quence est indiqu$e sous le g%ne& en 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"

Comme nous lÕavons vu, le mod•le KO Usf2 qui prŽsente un dŽficit fonctionnel en
Hepc1 et Hepc2 dŽveloppe les m•mes anomalies du fer que les patients atteints
dÕhŽmochromatose juvŽnile mais lÕabsence dÕUsf2 entra”ne une forte lŽtalitŽ pŽrinatale (voir
chapitre Ç!Hepcidine!È). Le g•ne Hepc1 Žtant plus proche du g•ne humain, nous avons
rŽcemment dŽveloppŽ des souris KO Hepc1 afin de disposer dÕun mod•le dÕhŽmochromatose
juvŽnile liŽe ˆ lÕhepcidine plus facile ˆ Žtudier (voir Ç!RŽsultats complŽmentaires!È).
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G•nes modificateurs de lÕhŽmochromatose

La notion de lÕexistence de g•nes modificateurs pour lÕhŽmochromatose repose sur le
fait que, si lÕhŽmochromatose est une maladie gŽnŽtique de tr•s forte prŽvalence, sa
pŽnŽtrance reste toutefois tr•s incompl•te17[6, 23, 374] laissant suspecter lÕexistence de
facteurs environnementaux et de g•nes modificateurs importants pour lÕexpressivitŽ du
phŽnotype. En effet, la prŽsence de la mutation C282Y du g•ne HFE ̂  lÕŽtat homozygote peut
•tre associŽe ˆ une absence de phŽnotype[272], une hŽmochromatose classique, voire, comme
ŽvoquŽ prŽcŽdemment, ˆ une hŽmochromatose sŽv•re pouvant appara”tre prŽcocement. Parmi
les facteurs environnementaux, cÕest essentiellement le rŽgime alimentaire et la prise dÕalcool
qui peut influencer la surcharge en fer de lÕorganisme.

Nous avons vu que, souvent, la prŽsence dÕune mutation ̂ lÕŽtat hŽtŽrozygote dans les
g•nes TFR2[26]18, HJV[27, 211] et HAMP[15, 170, 254] chez des patients homozygotes pour
la mutation C282Y de HFE pouvait aggraver la surcharge martiale de ces patients. Ces
rŽsultats montrent que TFR2, H J V et H A M P sont des g•nes modificateurs de
lÕhŽmochromatose. Il a Žgalement ŽtŽ montrŽ que le polymorphisme Hp 2-2 de lÕhaptoglobine
Žtait associŽ ˆ une plus grande surcharge en fer parmi les patients homozygotes C282Y[364].

Chez la souris, la surcharge en fer est tr•s dŽpendante du fond gŽnŽtique[51, 80], ainsi,
une souris m‰le sauvage de fond gŽnŽtique DBA/2 a deux fois plus de fer hŽpatique quÕune
souris m‰le de fond gŽnŽtique C57BL/6[55]. Cette influence du fond gŽnŽtique est retrouvŽe
lorsque le g•ne Hfe est invalidŽ. Ainsi, plusieurs Žtudes ont montrŽ que les quantitŽs de fer
hŽpatique variaient dans les souris Hfe-/- selon le fond gŽnŽtique[79, 98].

Deux approches ont ŽtŽ menŽes pour identifier les g•nes modificateurs de
lÕhŽmochromatose liŽe ˆ Hfe chez la souris. Une premi•re approche par g•ne candidat
consiste ̂ croiser des souris Hfe-/- avec des souris invalidŽes pour des g•nes connus pour leur
implication dans le mŽtabolisme du fer. Cette approche a permis dÕŽtablir une liste de g•nes
dont lÕinvalidation entra”ne la diminution (Heph, DMT1[225], Hp[357]) ou lÕaugmentation
(" 2m, TfR1[225], Hepc1 et Hepc2!: mod•le KO Usf2[285]) de la surcharge en fer hŽpatique
des souris Hfe-/-.

Une autre approche a ŽtŽ utilisŽe par Bensaid et al.[21] afin de dŽterminer quels g•nes
pouvaient influencer la surcharge en fer de souris KO Hfe. Les auteurs ont croisŽ deux lignŽes
de souris KO Hfe, sur fond gŽnŽtique pur C57BL/6 ou DBA/2, et ŽtudiŽ la population F2
issue de ces croisements. Chaque animal de cette population F2 hŽrite en effet dÕune
combinaison unique dÕall•les parentaux C57 et DBA/2. Les auteurs ont ŽtudiŽ deux groupes

                                                
17 La pŽnŽtrance de lÕhŽmochromatose a fait lÕobjet dÕune controverse avec des estimations allant de 1 ̂

95% de pŽnŽtrance chez les individus homozygotes C282Y. Ces diffŽrences reposent essentiellement sur les
sympt™mes retenus caractŽrisant lÕhŽmochromatose et sur le mode de recrutement des individus au cours de
lÕŽtude (individus dŽjˆ malades ou Žtude sur une large population).

18 Notons que le g•ne HFE peut •tre considŽrŽ comme un g•ne modificateur de lÕhŽmochromatose liŽe ̂
RTf2 puisque des patients porteurs homozygotes de la mutation Q317X du g•ne TFR2 et portant la mutation
C282Y du g•ne HFE ˆ lÕŽtat hŽtŽrozygote prŽsentent une hŽmochromatose juvŽnile[309]
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de souris parmi les souris F2, celles qui prŽsentaient le fer hŽpatique le plus bas et celles qui
prŽsentaient le fer hŽpatique le plus ŽlevŽ. LÕŽtude de liaison de marqueurs microsatellites
distribuŽs sur tout le gŽnome a permis dÕidentifier des locus capables de moduler la surcharge
hŽpatique en fer des souris Hfe-/-. Cette approche a permis de faire ressortir cinq locus
significatifs. Ë lÕintŽrieur de ces cinq locus sont retrouvŽs des g•nes dŽjˆ connus dans le
mŽtabolisme du fer (Hepc1, Hepc2, Hp, HjvÉ ) et Žgalement de nouveaux g•nes
modificateurs candidats.
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6) Hepcidine et dŽsordres du mŽtabolisme du fer

LÕabsence ou la diminution de lÕhepcidine entra”ne une surcharge en fer et son
augmentation une anŽmie. CÕest donc tout naturellement que lÕhepcidine est suspectŽe dÕ•tre
impliquŽe dans les diffŽrentes maladies du mŽtabolisme du fer observŽes chez lÕhomme. Nous
verrons dans ce chapitre que lÕhepcidine pourrait •tre impliquŽe dans la pathogŽnie des
surcharges en fer primaire ou HH, des surcharges en fer secondaires et des anŽmies
chroniques inflammatoires, couvrant ainsi la grande majoritŽ des dŽsordres du mŽtabolisme
du fer.

Hepcidine et hŽmochromatose hŽrŽditaire

Deux ans apr•s la dŽcouverte de lÕhepcidine puis de son r™le en tant quÕinhibiteur de
lÕabsorption intestinale du fer et de son recyclage par les macrophages, plusieurs Žquipes ont
Žtabli que lÕhepcidine Žtait prŽsente ˆ des quantitŽs inappropriŽes au regard de la surcharge en
fer de lÕhŽmochromatose liŽe ̂  HFE ̂  la fois chez la souris et chez lÕhomme[3, 30, 116, 185,
269, 275, 284, 382]. Alors que certaines Žquipes trouvent des taux dÕARNm hepcidine
diminuŽs dans les souris KO Hfe comparŽes ˆ des souris sauvages[3, 30, 269], le laboratoire a
montrŽ que lÕhepcidine est prŽsente ̂ des taux comparables dans les souris KO Hfe et les
souris sauvages[284] (voir Ç!Article 1!È)19. Ces diffŽrences peuvent sÕexpliquer par les fonds
gŽnŽtiques et les ‰ges diffŽrents des souris ŽtudiŽes. Il existe une controverse quant ̂  la
production dÕhepcidine dans les souris invalidŽes pour le g•ne codant pour la " 2-
microglobuline (souris KO " 2m)20. Les taux dÕARNm hŽpatiques dÕhepcidine sont retrouvŽs
augmentŽs en rŽponse ̂ la surcharge en fer[310] ou, ˆ lÕinstar des souris KO Hfe, non
modifiŽs par rapport aux souris contr™les[270] dans les souris KO " 2m.

Dans le m•me temps, Roetto et al. ont identifiŽ pour la premi•re fois des mutations
dans le g•ne HAMP chez des patients atteints dÕhŽmochromatose juvŽnile[329]. Par la suite, il
a ŽtŽ dŽmontrŽ, ˆ la fois chez la souris et chez lÕhomme, que lÕhepcidine est produite de fa•on
inappropriŽe dans lÕhŽmochromatose liŽe ˆ RTf2[180, 278, 381] et ˆ HJV[158, 287, 297].

Les niveaux dÕhepcidine semblent corrŽlŽs avec la gravitŽ de la surcharge en fer. En
effet, dans les hŽmochromatoses liŽes ̂ HFE ou RTf2, les niveaux dÕhepcidine peuvent •tre
diminuŽs, mais restent prŽsents en quantitŽs non nŽgligeables alors que dans les
hŽmochromatose juvŽniles les niveaux dÕhepcidine (urinaires chez lÕhomme[246, 297, 298,
314], ARNm de foie chez la souris[158, 287]) sont tr•s bas voire indŽtectables. LÕhepcidine
serait donc le dŽterminant commun de ces hŽmochromatoses pouvant expliquer la gravitŽ de
la surcharge suivant les taux rŽsiduels dÕhepcidine dans lÕorganisme, laissant supposer un r™le

                                                
19 De la m•me fa•on, on retrouve des taux dÕhepcidine identiques[116, 275] ou diminuŽs[30, 185] dans

les patients atteints dÕhŽmochromatose liŽe ̂  HFE par rapport aux volontaires sains. Dans ce cas, les diffŽrences
observŽes sont tr•s dŽpendantes des individus contr™les utilisŽs.

20 La " 2-microglobuline sÕassocie aux molŽcules du CMH de type I et Žgalement ˆ HFE qui fait partie
de cette famille de protŽines. La mutation C282Y dÕHFE retrouvŽe dans une grande majoritŽ des patients atteints
dÕHH emp•che lÕinteraction dÕHFE avec la " 2-microglobuline. Les souris KO " 2m prŽsentent les m•mes
anomalies de distribution du fer que les souris KO Hfe[336].
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de lÕhepcidine dans la physiopathogŽnie de lÕhŽmochromatose gŽnŽtique (Figure 36). Dans le
mod•le des souris hŽmochromatosiques Hfe-/-, le laboratoire a montrŽ que la surcharge
martiale pouvait •tre prŽvenue par un apport dÕhepcidine laissant suggŽrer la possibilitŽ dÕun
traitement thŽrapeutique prŽventif de lÕhŽmochromatose hŽrŽditaire[284] (voir Ç!Article 1!È).

Ces rŽsultats permettent de proposer un r™le rŽgulateur de HFE, RTf2 et HJV dans
lÕexpression hŽpatique du g•ne hepcidine en rŽponse ̂ une surcharge en fer (Figure 34). En
effet, dans ces mod•les, lÕhepcidine ne semble pas avoir augmentŽ face ̂  la surcharge
hŽpatique en fer qui sÕest installŽe.

Figure 03" Sch$ma de r$gulation du m$tabolisme du fer via HFE& RTf+& HJV et l#hepcidine

De fa•on intŽressante, il a rŽcemment ŽtŽ dŽcrit que lÕhepcidine urinaire Žtait
augmentŽe dans la forme dominante liŽe au g•ne SLC40A1(deux patients portant la mutation
V162del)[298] suggŽrant que contrairement aux autres formes dÕhŽmochromatose,
lÕhepcidine serait capable de rŽpondre ̂ la surcharge en fer de lÕorganisme. La rŽgulation de
lÕhepcidine dans lÕhŽmochromatose liŽe ̂  des mutations de SLC40A1 semble nŽanmoins
dŽpendre du type de mutation ŽtudiŽe. En effet, tr•s rŽcemment, lÕŽtude de patients portant la
mutation D181V nÕa pas montrŽ dÕaugmentation de lÕhepcidine urinaire mais une diminution
du ratio hepcidine/ferritine par rapport ˆ des volontaires sains[41].

Hepcidine et autres surcharges en fer

$  Surcharge en fer secondaire

Lorsque lÕorganisme est incapable de produire des GR de fa•on suffisante, une
rŽaction ̂ cette dysŽrythropo••se est souvent une hyperabsorption de fer intestinale. Les
souris hpx, mod•le classique de dysŽrythropo••se par manque dÕapport de fer aux prŽcurseurs
Žrythro•des (voir paragraphe sur la transferrine), augmentent ainsi leur absorption intestinale
provoquant une surcharge en fer secondaire dans les tissus[56]. Il a ŽtŽ montrŽ que, dans ces
souris, lÕexpression des g•nes hepcidine est rŽprimŽe alors que le foie contient une grande
quantitŽ de fer[388]. Cette diminution de lÕhepcidine pourrait •tre ˆ lÕorigine de



80

lÕaugmentation de lÕabsorption intestinale. On peut se demander alors si chez les patients
atranferrinŽmiques, la m•me diminution de lÕhepcidine est retrouvŽe.

Un autre exemple de surcharge secondaire en fer est la thalassŽmie. CÕest une maladie
gŽnŽtique hŽtŽrog•ne due ̂  des mutations dans les g•nes codant pour la globine (pour une
revue sur les " -thalassŽmies, voir[335]). La prŽcipitation des cha”nes de globine non appariŽes
entra”ne la production de GR anormaux qui subissent rapidement une hŽmolyse. Les patients
sont donc anŽmiques et lÕanŽmie est souvent accompagnŽe dÕune surcharge en fer due ̂
lÕhyperabsorption intestinale[317] et aggravŽe par le traitement par transfusions. Or, il a ŽtŽ
montrŽ que dans les souris " -thalassŽmiques[2], les taux dÕARNm de lÕhepcidine sont
diminuŽs. Cette diminution de lÕhepcidine a Žgalement ŽtŽ dŽcrite rŽcemment au niveau des
taux dÕhepcidine urinaire chez des patients thalassŽmiques[298]. Ainsi la diminution de
lÕhepcidine pourrait Žgalement •tre la cause de lÕhyperabsorption secondaire observŽe dans la
thalassŽmie.

$  Surcharge en fer liŽe ˆ lÕalcool

La consommation excessive dÕalcool est connue pour entra”ner dans certains cas une
surcharge en fer dont lÕŽtiologie est mal connue (pour revues, voir[100, 273]). Plusieurs
Žquipes, cherchant ̂ expliquer les causes des surcharges en fer observŽes par une prise
exagŽrŽe dÕalcool ont regardŽ lÕexpression de lÕhepcidine. Ces Žquipes ont pu dŽmontrer par
diffŽrents mod•les murins ou par lÕŽtude dÕhŽpatocytes en culture que le traitement ̂ lÕalcool
diminue lÕhepcidine, et donc, que lÕhepcidine pourrait •tre impliquŽe dans lÕapparition de la
surcharge en fer[47, 101, 146, 292].

Hepcidine et anŽmies

$  AnŽmies ferriprives

LÕanŽmie par carence en fer ou anŽmie ferriprive est une maladie acquise tr•s
frŽquente qui peut •tre due ˆ une carence alimentaire en fer ou des pertes sanguines
importantes. Chez des patients atteints dÕanŽmie ferriprive, il a ŽtŽ montrŽ une diminution des
taux dÕhepcidine urinaire[185]. Il sÕagit sans doute dÕune rŽaction de lÕorganisme pour pallier
le manque de fer. Cette diminution de lÕhepcidine nÕest pas associŽe ˆ une surcharge en fer
car, dans ce cas, il nÕy a pas de dŽfaut de lÕŽrythropo••se et le fer supplŽmentaire est utilisŽ
pour produire des GR. Cette anŽmie ferriprive se caractŽrise par une diminution de la ferritine
sŽrique, reflŽtant la diminution des rŽserves en fer de lÕorganisme (voir Tableau 6 et
Ç!Syst•me IRP/IRE!È ).

Une anŽmie ferriprive est retrouvŽe Žgalement chez des femmes athl•tes, le
mŽtabolisme du fer Žtant perturbŽ par lÕexercice physique intensif[411]. Une Žtude rŽcente
montre quÕil existe bien une augmentation de lÕhepcidine urinaire chez des femmes athl•tes 1
jour apr•s un marathon pouvant expliquer lÕapparition de lÕanŽmie ferriprive[324]. Ë
lÕinverse, des rats ayant subi un exercice modŽrŽ voient leur taux dÕhepcidine diminuer et leur
homŽostasie du fer maintenue par rapport ˆ des rats ayant subi un exercice plus soutenu[233].
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Variables sŽriques AnŽmie chronique
inflammatoire

AnŽmie ferriprive
Patients avec les deux

types dÕanŽmies

Fer ! ! !

Transferrine !  ˆ normal " !

Saturation  de la
transferrine

! ! !

Ferritine normal ˆ " ! !  ˆ normal

RTf soluble (RTfs) normal " normal ˆ "

RTfs/log ferritine faible (<1) ŽlevŽ (>2) ŽlevŽ (>2)

Niveaux des
cytokines

" normal "

Tableau 6" Variations des param%tres s$riques lors de l#an$mie chronique inflammatoire
et l#an$mie ferriprive

$  AnŽmies chroniques inflammatoires

Le fer est un ŽlŽment crucial pour la prolifŽration des pathog•nes, et les bactŽries ont
dŽveloppŽ une batterie de protŽines pour rŽcupŽrer le fer des h™tes[9, 243]. LÕapparition dÕune
anŽmie est un phŽnom•ne tr•s frŽquent dans des maladies inflammatoires ou cancŽreuses. On
parle dÕanŽmie chronique inflammatoire. Ces anŽmies dites inflammatoires sont par leur
frŽquence la deuxi•me cause des anŽmies acquises, apr•s les anŽmies liŽes ̂ une carence en
fer. Elles se diffŽrencient de ces derni•res essentiellement par la ferritine qui reste normale
voire augmentŽe (Tableau 6), ce qui tŽmoigne de rŽserves en fer non diminuŽes!: la rŽtention
du fer dans les macrophages conduit ̂  la diminution de lÕactivitŽ des IRP et ̂  lÕaugmentation
de la traduction de la ferritine (voir Ç!Syst•me IRP/IRE!È). LÕŽlŽvation de la ferritine peut •tre
Žgalement liŽe ˆ une augmentation de la transcription du g•ne par les cytokines
inflammatoires (voir paragraphe Ç!Ferritine!: la protŽine de stockage!È). Contrairement aux
anŽmies ferriprives qui se traitent par apport de fer, lÕapport de fer ˆ des patients prŽsentant
une anŽmie inflammatoire nÕamŽliore pas leur Žtat. LÕanŽmie chronique inflammatoire est une
anŽmie modŽrŽe, normochrome et normocytaire au dŽbut. On suppose que lÕaddition de
plusieurs mŽcanismes conduit ˆ cette anŽmie!:

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

- une diminution de la synth•se dÕŽrythropo•Žtine (EPO)!;

- une diffŽrenciation Žrythroblastique anormale!;

- une sŽquestration du fer dans les macrophages.

Tous ces mŽcanismes peuvent •tre dŽclenchŽs par les cytokines produites lors de
lÕinflammation (Figure 35)[114, 389].
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Figure 04" Sch$ma de l#interaction du m$tabolisme du fer et de l#inflammation

Or, lÕexpression de lÕhepcidine est induite par les cytokines inflammatoires (voir
chapitre Ç!RŽgulation de lÕhepcidine!È). Il Žtait donc tentant de proposer un r™le de
lÕhepcidine dans lÕinstallation de lÕanŽmie chronique inflammatoire. Si lÕhepcidine nÕagit pas
in vivo comme un rŽel peptide antimicrobien, elle participe, gr‰ce ̂ son action
hyposidŽrŽmiante, ˆ lutter contre les infections / inflammations en rŽduisant le fer libre
indispensable aux organismes pathog•nes ou aux cellules cancŽreuses en prolifŽration.
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LÕaugmentation de lÕhepcidine dans des situations dÕinflammation, ˆ en croire les effets du
peptide, pourrait donc conduire ̂  une diminution du fer sŽrique par rŽtention du fer
macrophagique et une inhibition de lÕabsorption intestinale du fer. CÕest en effet le cas
puisque le laboratoire a retrouvŽ une rŽduction de 50% du fer sŽrique apr•s lÕinjection de
turpentine ̂ des souris, rŽponse qui est perdue lorsque la turpentine est injectŽe ̂ des souris
dŽficientes en hepcidine[282]. Ces rŽsultats sugg•rent que lÕaugmentation de lÕhepcidine dans
lÕinflammation pourrait contribuer ̂ lÕŽtablissement des dŽrŽgulations du mŽtabolisme du fer
observŽes au cours des anŽmies des dŽsordres chroniques chez lÕhomme (Figures 35 et
36)[114].

Deux Žtudes rŽcentes chez lÕhomme vont dans ce sens. Dans une cohorte de patients
atteints de glycogŽnose de type 1 et prŽsentant une anŽmie, Weinstein et al. ont mis en
Žvidence un adŽnome hŽpatique produisant des quantitŽs anormalement ŽlevŽes dÕARNm
hepcidine[388]. La rŽsection chirurgicale de lÕadŽnome chez ces patients a permis de
normaliser les param•tres sanguins ce qui est fortement compatible avec un effet de
lÕhepcidine dans le blocage intestinal et macrophagique du fer. Enfin, Nemeth et al. et Kemna
et al. ont mesurŽ, directement cette fois, les taux urinaires dÕhepcidine et montrent que ces
niveaux sont plus ŽlevŽs chez des patients atteints de diverses anŽmies chroniques
inflammatoires[185, 275].

LÕimplication de HFE, RTF2 et HJV dans la rŽgulation de lÕhepcidine lors de
lÕinflammation a Žgalement ŽtŽ lÕobjet de nombreuses Žtudes. Le r™le de Hfe nÕest dÕailleurs
pas Žclairci et semble dŽpendre du fond gŽnŽtique de la souris ŽtudiŽe, du type de stimulus
utilisŽ et/ou de la cinŽtique appliquŽe. Ainsi Roy et al. ont induit des souris Hfe-/- (sur fond
129Sv) au LPS et ne retrouvent pas lÕinduction de lÕhepcidine ni lÕhyposidŽrŽmie observŽe
dans les souris sauvages 1,5 h apr•s lÕinjection. Ils concluent donc que Hfe est impliquŽe dans
la rŽgulation de lÕhepcidine lors dÕune inflammation provoquŽe par injection de LPS. DÕautres
Žquipes nÕobservent pas de changement de la rŽponse des g•nes hepcidine 6 h apr•s
traitement au LPS (souris sur fond 129Sv)[214] ou 16 h apr•s traitement par lÕadjuvant de
Freund (souris sur fond C57BL6)[109] chez des souris Hfe-/- et pensent donc que Hfe nÕest
pas essentielle ̂ cette rŽgulation. LÕŽtude de la rŽponse ̂ lÕinflammation des souris KI
Tfr2[180] et de la rŽponse de lignŽes hŽpatiques ̂ lÕIL-6 apr•s diminution dÕHJV par
traitement par des siRNA (petits ARN interfŽrents) dirigŽs contre HJV[230] ont montrŽ
Žgalement que RTf2 et Hjv ne semblent pas requises pour la rŽgulation de lÕhepcidine au
cours de lÕinflammation. Dans les souris KO Hjv, la rŽponse de lÕhepcidine ˆ lÕinflammation
est prŽsente mais rŽduite par rapport aux souris contr™les[287], suggŽrant que Hjv est
importante pour lÕexpression basale des g•nes hepcidine[128].
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Figure 06" Interrelation du fer et de l#hepcidine dans l#$tiologie des h$mochromatoses et de
l#an$mie chronique inflammatoire
HJ : h$mochromatose juv$nile ; HC : h$mochromatose classique ; GR : globules rouges"



85

Objectifs

Au moment o• jÕai commencŽ ma th•se, il Žtait communŽment admis, suite aux

travaux du laboratoire et ̂  ceux dÕautres Žquipes travaillant sur le mŽtabolisme du fer, que

lÕhepcidine agissait en tant quÕhormone hyposidŽrŽmiante en inhibant lÕabsorption intestinale

du fer alimentaire et en limitant le recyclage du fer provenant du catabolisme des GR

sŽnescents par les macrophages.

JÕai cherchŽ dans un premier temps ̂ dŽterminer si lÕhepcidine pouvait, par ce r™le,

•tre utilisŽe comme agent thŽrapeutique dans lÕhŽmochromatose hŽrŽditaire liŽe au g•ne HFE.

Pour cela, jÕai rŽalisŽ un mod•le de thŽrapie germinale en apportant de lÕhepcidine

transgŽnique ̂ des souris hŽmochromatosiques, les souris KO Hfe qui reproduisent les

anomalies du fer observŽes chez les patients.

Ensuite, jÕai voulu comprendre quelles pouvaient •tre les cibles molŽculaires de

lÕhepcidine rendant compte de cette inhibition du transport de fer ˆ travers la muqueuse

intestinale et lÕexport du fer des macrophages vers la circulation.

Pour disposer dÕun mod•le dÕŽtude de lÕhepcidine plus efficace, jÕai dŽveloppŽ un

nouveau mod•le de souris transgŽniques permettant dÕŽtudier lÕimplication de lÕhepcidine

dans le mŽtabolisme du fer ˆ lÕ‰ge adulte et dÕanalyser les effets dÕune augmentation longue

ou courte ou dÕune diminution des taux dÕhepcidine circulants. CÕest le mod•le de souris

inductible hepcidine. Ce mod•le mÕa permis dÕŽtudier les effets dÕun apport chronique

dÕhepcidine dans le mod•le KO Hfe et dÕŽtudier les changements de la rŽpartition du fer

provoquŽs par lÕhepcidine dans ces souris.

Enfin, le laboratoire ayant dŽveloppŽ un nouveau mod•le viable de dŽficience en

hepcidine, les souris KO Hepc1, je me suis attachŽe ˆ caractŽriser le phŽnotype de ces souris.
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RŽsultats

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

mouse model of hemochromatosis

Nicolas G*, Viatte L*, Lou DQ, Bennoun M, Beaumont C, Kahn A, Andrews NC,
Vaulont S. Nat Genet. 2003 May;34(1):97-101.*les deux auteurs ont contribuŽ ˆ part Žgale.

Aspect prŽventif dÕune surproduction dÕhepcidine dans un mod•le murin
dÕhŽmochromatose

Introduction

LÕhŽmochromatose hŽrŽditaire (HH) est une maladie gŽnŽtique autosomique rŽcessive
due, dans 80% des cas, ̂ une mutation dans le g•ne HFE (voir chapitre Ç!HŽmochromatose
classique!È).

Ë lÕŽpoque o• mon travail de th•se a commencŽ, mon laboratoire venait dÕŽtablir le
r™le de lÕhepcidine dans la rŽgulation du mŽtabolisme du fer gr‰ce ˆ la crŽation de deux
mod•les murins!: un mod•le de dŽficience en hepcidine, les souris KO Usf2, prŽsentant une
surcharge en fer massive, et un mod•le de souris transgŽniques exprimant de fa•on
constitutive lÕhepcidine dŽveloppant une anŽmie ferriprive prŽcoce, les souris TTR-Hepc1.

Tout laissait ̂ penser que lÕhepcidine Žtait capable dÕinhiber lÕabsorption intestinale de
fer et son recyclage par les macrophages.

Dans cette premi•re partie de mon travail de th•se, jÕai voulu rŽpondre ̂ deux
questions!:

DÕune part, jÕai voulu savoir si la protŽine HFE pouvait interagir avec lÕhepcidine,
petit peptide de 25 acides aminŽs et, par consŽquent, si lÕhepcidine avait besoin de la protŽine
HFE pour exercer son action. En effet, la protŽine HFE appartient ̂ la famille des molŽcules
du CMH de classe I qui sont capables de prŽsenter des petits peptides antigŽniques, issus de la
dŽgradation des protŽines, ̂ des cellules spŽcialisŽes de la rŽponse immunitaire. Notons
cependant quÕil avait ŽtŽ dŽcrit dans la littŽrature que, dÕapr•s sa structure tridimensionnelle,
la protŽine HFE semblait incapable de prŽsenter un peptide comme les autres molŽcules du
CMH I[213].

DÕautre part, jÕai voulu tester si lÕhepcidine par son effet inhibiteur de lÕentrŽe de fer
dans le sang pouvait prŽvenir la surcharge martiale de lÕhŽmochromatose.

RŽsultats

Afin de tester les r™les respectifs de HFE et de lÕhepcidine nous avons utilisŽ les
mod•les suivants!:

!  Les souris KO Hfe provenant du laboratoire de Nancy Andrews (Boston, USA). Ces
souris reproduisent les anomalies du fer trouvŽes chez les patients atteints
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dÕhŽmochromatose (ŽlŽvation de la saturation de la transferrine, accumulation du fer dans
les parenchymes et diminution du fer splŽnique)[224]

!  Les souris TTR-Hepc1 dŽveloppŽes par le laboratoire[281]. Les souris TTR-Hepc1 sont
anŽmiques et peu dÕanimaux transgŽniques survivent jusquÕˆ lÕ‰ge adulte sans apport de
fer ˆ naissance par injection sous-cutanŽe de fer dextran. Trois lignŽes transgŽniques ont
ŽtŽ dŽveloppŽes au laboratoire!(Figure 6a de lÕarticle):

-  deux lignŽes exprimant fortement le transg•ne (Thepc35 et Thepc61) qui sont
difficiles ˆ maintenir sans apport de fer ˆ la naissance!;

- une lignŽe (Thep27) qui exprime plus faiblement le transg•ne. Chez ces souris,
lÕanŽmie est modŽrŽe et dispara”t ̂ lÕ‰ge de deux mois, permettant des croisements
et un Žlevage plus facile

Dans les trois lignŽes, lÕanŽmie des souris entra”ne la rŽpression de lÕexpression du
g•ne endog•ne codant pour lÕhepcidine[281] (Figures 2b, 4b et 6a de lÕarticle!: Northern
blot rŽvŽlant les transcrits hepcidineÐ transgŽnique et endog•ne Ð dans le foie). On note que la
diminution dÕexpression du transg•ne et de la disparition de lÕanŽmie ˆ deux mois est associŽe
ˆ la normalisation de g•ne endog•ne dans la lignŽe Thep27 (Figure 2b de lÕarticle).
LÕanŽmie observŽe dans les trois lignŽes est tr•s prŽcoce et est dŽtectable in utero d•s le stade
E15,5. Cette anŽmie sÕexplique tr•s probablement par lÕinhibition du transport placentaire de
fer liŽe ̂  lÕexpression du transg•ne hepcidine dirigŽe par le promoteur TTR dans le foie fÏtal
ˆ un stade o• les g•nes endog•nes hepcidine ne sont pas exprimŽs (Figure 2a de lÕarticle).

Nous avons montrŽ, dans un premier temps, que les taux dÕARNm hepcidine qui sont
normalement augmentŽs en rŽponse ̂ une surcharge en fer[310], lÕŽtaient Žgalement dans les
souris Hfe-/- ‰gŽes de 3 semaines mais de fa•on insuffisante au regard de la surcharge en fer
(rapport de la quantitŽ dÕARNm hepcidine hŽpatique ̂ la quantitŽ de fer du foie, Figure 1 de
lÕarticle). De m•me, les souris Hfe-/- de 32 jours qui ont trois fois plus de fer hŽpatique que
des souris contr™les ont autant dÕARNm hepcidine que ces derni•res (Figure 4a de lÕarticle).
Ce rŽsultat dÕexpression inappropriŽe du(des) g•ne(s) hepcidine dans lÕhŽmochromatose
gŽnŽtique liŽe ̂  HFE a ŽtŽ trouvŽ par diffŽrentes Žquipes ̂ la fois chez la souris[3, 269] et
chez lÕhomme[30, 116, 275].

Afin dÕobtenir des souris Hfe-/- portant le transg•ne Hepc1 (souris Tg Hfe-/-!; Tg =
transgŽnique), nous avons croisŽ dans un premier temps des souris femelles Hfe-/- avec des
souris m‰les TTR-Hepc1 (souris Tg). En effet, au vu de la prŽsence de lÕanŽmie chez les
souris transgŽniques, il est prŽfŽrable que les femelles gestantes aient des stocks en fer non
altŽrŽs et que ce soit les m‰les qui soient porteurs du transg•ne. Les souris m‰les Tg Hfe+/-
obtenues sont ensuite croisŽes avec des femelles nTg (non transgŽniques) Hfe+/- pour obtenir
des souris Tg Hfe-/-. Les membres dÕune m•me portŽe issus de ce croisement ne portant pas
le transg•ne (nTg) ou portant le transg•ne et exprimant le g•ne Hfe(Tg Hfe+/?) sont utilisŽs
comme contr™les (Figure 37).
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Hfe -/- TTR-Hepc1 (Tg)

Tg Hfe -/-

nTg Hfe +/-

nTg Hfe -/-

Tg Hfe +/-

nTg Hfe +/? Tg 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$niques ; Tg : souris portant le
transg%ne TTR'Hepc! ; Hfe@;?: souris de g$notype Hfe@;@ ou Hfe@;'"

LÕanŽmie des souris transgŽniques Žtant dŽtectable d•s le stade E15,5, nous avons
dÕabord ŽtudiŽ lÕeffet de lÕhepcidine transgŽnique provenant de la lignŽe Thep27 ̂ ce stade en
sacrifiant les femelles gestantes nTg Hfe+/? et prŽlevant les embryons pour doser la quantitŽ
de fer totale des embryons apr•s gŽnotypage. LÕŽtude des embryons au stade E15,5, montre
que la prŽsence ou non dÕHfe dans la souris non transgŽnique nÕinflue pas sur la quantitŽ de
fer totale des embryons (Figure 3 de lÕarticle). Ce rŽsultat dŽmontre que Hfe nÕest pas
essentielle au transport placentaire de fer et confirme que le phŽnotype de surcharge en fer de
lÕhŽmochromatose est progressif et ne se manifeste quÕˆ lÕ‰ge adulte. En revanche, la
prŽsence du transg•ne hepcidine induit toujours, quel que soit le gŽnotype Hfe(souris Tg
Hfe+/? ou Tg Hfe-/-), une diminution du fer total et une p‰leur des embryons (Figure 3 de
lÕarticle). Ce rŽsultat montre que lÕhepcidine nÕa pas besoin de la prŽsence de la protŽine Hfe
pour exercer son effet dÕinhibition de lÕentrŽe de fer dans le sang.

Nous avons voulu par la suite dŽterminer le r™le de lÕhepcidine sur la surcharge en fer
des souris Hfe-/- ˆ un stade adulte. Pour cela nous avons sacrifiŽ les souris issues de
croisement entre nTg Hfe+/- et Tg (Thep27) Hfe+/- ˆ lÕ‰ge de 3 semaines, 1 mois ou 2 mois
puis nous avons dosŽ le fer hŽpatique de ces souris.
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De fa•on intŽressante, lÕŽtude de la quantitŽ de fer hŽpatique chez les souris Tg Hfe-/-
montre que la production constitutive dÕhepcidine emp•che lÕapparition dÕune surcharge en
fer chez les souris Hfe-/- ˆ trois semaines (Figure 38) et ̂  un mois (Figure 5 de lÕarticle). Ë
deux mois, les souris Tg Hfe-/- voient leur fer hŽpatique augmentŽ (Figure 2b de lÕarticle)
probablement par diminution du taux dÕhepcidine transgŽnique et disparition de lÕanŽmie ˆ cet
‰ge-lˆ.
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Figure 08" Dosage de fer h$patique / 0 semaines des souris Tg Hfe ';'
nTg : souris qui ne porte pas le transg%ne TTR'Hepc!& non transg$niques ; Tg : souris portant le
transg%ne TTR'Hepc!" ¤ : vs nTg Hfe@; ?& p E :&:::6" *  : vs nTg Hfe ';' & p E :&:::!"

Pour confirmer cette hypoth•se, lÕexpŽrience a ŽtŽ reconduite cette fois en croisant des
souris m‰les survivantes des lignŽes Thep35 et Thep61 qui maintiennent lÕexpression du
transg•ne ̂ 2 mois (Figure 6a de lÕarticle), non injectŽes au fer, avec les souris Hfe-/- (Figure
37). Le dosage de fer hŽpatique et la coloration de Perls sur le foie de souris Tg Hfe-/- issues
de ces croisements, montrent une absence de surcharge en fer (Figures 6b et c de lÕarticle),
confirmant le r™le du transg•ne hepcidine dans la prŽvention de lÕapparition de la surcharge
chez les souris Hfe-/- ˆ lÕ‰ge de deux mois.

Discussion

Ces travaux ont donc permis dÕŽtablir que lÕhepcidine nÕavait pas besoin de la
prŽsence de la protŽine Hfe pour inhiber lÕentrŽe du fer dans le sang. Ces travaux
dŽmontraient Žgalement pour la premi•re fois le r™le thŽrapeutique prŽventif de lÕhepcidine
dans un cas de surcharge en fer liŽe ˆ lÕabsence dÕHfe.

Le mod•le de la crypte qui proposait un r™le de HFE dans la programmation du statut
absorptif des entŽrocytes en fonction des signaux sensŽs par HFE au niveau des cellules de la
crypte[334] a ŽtŽ remis en question suite ̂  ces travaux et ˆ dÕautres Žtudes. Ce mod•le
reposait en effet sur lÕexpression de HFE ˆ la surface basolatŽrale des cellules de la crypte et
sur le dŽlai observŽ entre des modifications des stocks en fer ou de lÕŽrythropo••se et
lÕadaptation de lÕabsorption intestinale ̂ ses changements attribuŽ au temps de migration et de
diffŽrenciation des cellules de la crypte en entŽrocytes. HFE, dans ce mod•le de la crypte,
Žtait dŽcrit comme le senseur des signaux plasmatiques au niveau des cellules de la crypte
programmŽes alors ̂  se diffŽrencier en entŽrocytes absorbant plus ou moins de fer (voir
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chapitre Ç!Mod•le de la crypte!È). Il a ŽtŽ montrŽ par la suite que le g•ne HFE Žtait exprimŽ et
la protŽine prŽsente en grande quantitŽ dans les hŽpatocytes[156, 407] et que le dŽlai observŽ
pouvait correspondre au dŽlai de rŽponse de lÕhepcidine!: une fois que lÕhepcidine Žtait
synthŽtisŽe et sŽcrŽtŽe, lÕinhibition de lÕabsorption se fait dans un temps tr•s court,
probablement directement sur lÕentŽrocyte[108]. LÕexpression inappropriŽe du g•ne hepcidine
face ̂  la surcharge en fer liŽe ̂  lÕabsence dÕHfe suggŽrait pour la premi•re fois un r™le dÕHfe
au niveau hŽpatique dans la rŽgulation de lÕhepcidine plut™t quÕun r™le dÕHFE au niveau de la
crypte. Notons cependant quÕil nÕest pas improbable que les deux types de rŽgulation puissent
exister. LÕŽtude du KO conditionnel dÕHfe dans lÕintestin et dans le foie, dŽveloppŽ dans le
laboratoire de Martina Muckenthaler, devraient permettre dÕŽtablir dŽfinitivement les r™les
respectifs dÕHfe dans ces deux tissus[187].

LÕexpression inappropriŽe dÕhepcidine (et/ou les taux anormalement faibles
dÕhepcidine urinaire) a pu •tre montrŽe par la suite dans dÕautres types dÕHH!: liŽes aux
mutations du g•ne TfR2[180, 278, 381] ou du g•ne HJV[158, 287, 297]. Il a Žgalement ŽtŽ
montrŽ que des mutations dans le g•ne hepcidine chez lÕhomme Žtaient ̂ lÕorigine de certains
cas dÕhŽmochromatose juvŽnile[329]. LÕensemble de ces rŽsultats a amenŽ ̂ considŽrer un
dŽfaut dÕhepcidine comme le dŽnominateur commun de ces maladies conduisant ̂
lÕapparition dÕune surcharge martiale hŽrŽditaire primaire et ̂  envisager de nouvelles voies
thŽrapeutiques pour la prŽvention de lÕhŽmochromatose. Il a aussi apportŽ de nouveaux
ŽlŽments sur la rŽgulation de lÕhepcidine par le fer en impliquant de nouveaux acteurs dans
cette rŽgulation!: HFE, RTf2 et HJV (voir chapitre Ç!Hepcidine et dŽsordres du mŽtabolisme
du fer!È).
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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 I molecule (ref. 1; OMIM 235200).
Mice lacking Hfe 2Ð4 or 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 5,6; however, this model is unproven and con-
troversial 7,8. Hepcidin, a peptide hormone (HAMP; OMIM
606464), seems to act in the same regulatory pathway as HFE.

Although expression of mouse Hamp is normally greater dur-
ing iron overload, HfeÐ/Ðmice have inappropriately low expres-
sion of Hamp. We crossed HfeÐ/Ð mice with transgenic mice
overexpressing Hamp and found that Hamp inhibited the iron
accumulation normally observed in the HfeÐ/Ðmice. 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 erythropoiesis9 to prevent deleterious
extremes of iron deÞciency 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 20Ð25 amino acids10Ð12and expres-
sion is induced by dietary iron loading11. Hamp-deÞcient mice
accumulate iron in parenchymal cells due to greater intestinal
absorption and impaired retention of iron by reticuloendothelial
macrophage cells13. Recently, humans with severe hemochro-
matosis have been shown to have null mutations in the gene
HAMP14. In contrast, transgenic mice overexpressing Hamphave
markedly lower iron stores, resulting in severe anemia15. Thus,
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 studies of Hamp
expression in inßammation. Hamp-deÞcient mice are unrespon-
sive to the hypoferremic effects of inßammation provoked by
turpentine injection16. Humans with constitutively active HAMP
expression develop iron-refractory anemia associated with defec-
tive intestinal iron absorption and macrophage iron retention,
similar to the anemia of chronic inßammation17. Other individ-
uals with anemia and inßammation have been reported with ele-
vated urinary HAMP excretion18.

Because HFE and HAMP both seem to be important in regu-
lating iron metabolism, and becauseHfe-deÞcient and Hamp-
deÞcient mice have similar iron overload phenotypes, we
speculated that HAMP and HFE might act through the same reg-
ulatory pathway. We examined liver HampmRNA levels in HfeÐ/Ð

mice at 4 months of age, when liver iron content is maximal19.

Published online 21 April 2003; doi:10.1038/ng1150
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Fig. 1 Hamp mRNA levels in 3-wk-old Hfe+/Ð and HfeÐ/Ðmice. Liver Hamp expres-
sion was quantiÞed by northern-blot analysis, and Hamp mRNA level (18S nor-
malized, arbitrary units) was determined using a STORM850 Phosphoimager and
ImageQuant 5.0. Results are plotted in relation to iron liver concentration.
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Hamp mRNA expression was not induced in HfeÐ/Ð mice,
despite a four-fold increase in liver iron content (data not
shown). To confirm that Hampexpression did not change dur-
ing iron overload in HfeÐ/Ðmice, we analyzed HampmRNA as
a function of the liver iron concentration in Hfe+/Ð and HfeÐ/Ð

mice at 3 weeks of age, during the iron loading phase.
Although Hampexpression was positively correlated with liver
iron concentration in both Hfe+/Ð and HfeÐ/Ðmice, the slope of
the line was lower in HfeÐ/Ðmice (Fig. 1). This observation
concurs with recent reports that mice20 and humans21 with
HFE-associated hemochromatosis have inappropriately low
HAMP levels, suggesting that failure of normal HAMP induc-
tion might contribute to iron overload.

To explore this possibility, we intercrossed HfeÐ/Ðmice3 with
transgenic mice constitutively expressing Hamp (Thep27) and
analyzed tissue iron content and Hamp expression in the off-
spring. Thep27 mice express a liver-speciÞc Hamp transgene15,
resulting in fetal (Fig. 2a) and neonatal anemia. Thep27 mice are
viable without iron therapy and their anemia resolves sponta-
neously after the Þrst month of life. As reported15, endogenous

Hampexpression was downregulated in young Thep27 anemic
mice (Fig. 2b), but by 66 days of age, the anemia subsided and
levels of endogenous HampmRNA normalized.

Among embryos from an HfeÐ/Ð× Thep27 cross (Fig. 3a), Hamp
transgenic offspring were pale and anemic, regardless of their Hfe
genotype. We quantiÞed total iron content in embryos from six lit-
ters (Fig. 3b), and, as observed previously, transgenic mice with a
wild-type Hfegenotype had three times less iron than their non-
transgenic counterparts. We observed the same effect in transgenic
HfeÐ/Ðembryos compared with non-transgenic HfeÐ/Ðembryos,
indicating that fetal Hamp might inhibit placental iron transfer
even in the absence of HFE. Furthermore, total body iron content
was similar in non-transgenic HfeÐ/Ðand non-transgenic Hfe+/?

mice, indicating that loss of Hfe does not increase placental iron
transport. Accordingly, no iron overload has been observed in new-
born HfeÐ/Ðmice3 or human infants with a genotype associated
with HFE-dependent hemochromatosis. Iron overload is clearly
apparent in HfeÐ/Ðmice by day 32 (ref. 3). 

We next asked whether expression of the Hamptransgene abro-
gated iron loading in HfeÐ/Ðmice at day 32. We crossed transgenic

Hfe+/Ð males with non-transgenic Hfe+/Ð

females and analyzed liver HampmRNA
expression (Fig. 4). In accord with our
previous results, the level of endogenous
Hamp mRNA was not higher in non-
transgenic HfeÐ/Ð mice than in non-
transgenic Hfe+/? mice, although liver
iron content was more than twice as high
in non-transgenic HfeÐ/Ð mice (283±
84µg per g in non-transgenic HfeÐ/Ð

(n = 13) versus 105 ± 22 µg per g in non-

Fig. 3 Total iron content in E15.5 embryos carry-
ing the Hfe mutation and the Thep27 Hamp
transgene. To produce the transgenic HfeÐ/Ð

mice, transgenic (Tg) mice were Þrst mated with
non-transgenic Hfe+/Ð mice to obtain transgenic
Hfe+/Ð males. These males were interbred with
non-transgenic HfeÐ/Ð females to produce the
transgenic HfeÐ/Ðmice. a, Phenotypic analysis of a
typical litter at E15.5. The genotypes of the pups
are indicated. b, QuantiÞcation of total liver
iron. Results are expressed as mean ± s.d. for the
number of mice indicated, and statistical analysis
was done using StudentÕs t -test (unpaired, two-
tailed): * P < 0.0001 as compared to non-trans-
genic (nTg) mice in each group.

Fig. 2 Phenotypic features of the Thep27 transgenic mice. The trans-
genic Thep27 line was generated as previously reported 15. 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 µg 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
Þrst month of life, with average hemoglobin concentrations of 12.8
± 1.3 g dl Ð1 in transgenic mice ( n = 4) versus 14.6 ± 0.6 g dlÐ1 in non-
transgenic mice ( n = 6; P < 0.05). Thereafter, both the hematological
parameters and the hepatic iron content were indistinguishable
from normal. b, Time course of transgenic (Tg) and endogenous
(end) liver Hamp mRNA levels as determined by northern-blot analy-
sis in transgenic (lanes 1Ð3, 5Ð7, 9 and 10) and non-transgenic (lanes
4, 8 and 11) mice. Due to the presence of the SV40 small-T poly(A) +

sequence, the size of the transgenic Hamp transcript is larger than
that of the endogenous Hamp transcript. The blot was probed
simultaneously with the ribosomal 18S cDNA to check for RNA
integrity and loading. Hamp was expressed earlier in this outbred
B6D2-C57Bl/6-129Sv genetic background than in the previously
reported inbred C57BL/6 background 15.
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transgenic Hfe+/? (n = 19)). Transgenic
Hfe+/? mice had lower liver iron content
than non-transgenic Hfe+/?mice (68 ± 13
µg per g in transgenic Hfe+/?(n = 13) ver-
sus 105 ± 22 µg per g in non-transgenic
Hfe+/?(n = 19)), probably accounting for
the partial or complete extinction of
endogenous Hampexpression. Endoge-
nous HampmRNA was never detected in
transgenic HfeÐ/Ðmice, again indicating
defective regulation of Hamp in the
absence of Hfe. Hematological parame-
ters, including hemoglobin concentra-
tion, were indistinguishable between
transgenic Hfe+/? and transgenic HfeÐ/Ð

mice (data not shown). The most
notable result was that expression of the
Hamp transgene totally prevented iron
overload in the livers of transgenic HfeÐ/Ð

mice (99 ± 52 µg per g in transgenic
HfeÐ/Ð(n = 11) versus 283 ± 84 µg per g
in non-transgenic HfeÐ/Ð(n = 13)). Thus,
liver iron accumulation in HfeÐ/Ð mice
can be prevented by overexpression of a
Hamp transgene in the Þrst month of
life, as early as 21 days (data not shown).

Because our data suggested that the
Thep27 transgene was partially silenced after the Þrst month of
life, we compared liver iron content at 32 and 66 days (Fig. 5).
Liver iron was constant in non-transgenic Hfe+/? mice, whereas
liver iron stores were replenished in transgenic Hfe+/? mice, with
values approaching those of non-transgenic Hfe+/? mice. As
expected, liver iron content was higher in non-transgenic HfeÐ/Ð

mice at 66 days. Iron accumulation was still much lower in trans-
genic HfeÐ/Ðmice at 66 days than in non-transgenic HfeÐ/Ðmice,
though it was higher than in 32-day-old transgenic HfeÐ/Ðmice.
This result probably reßects the low level of transgene expression
after the Þrst month of life.

To conÞrm our Þndings, we bred HfeÐ/Ðmice with two other
transgenic lines, Thep35 and Thep61, each of which maintains
high level of transgene expression (Fig. 6a) and has more severe,
persistent iron deÞciency. The mice are anemic, and, in contrast
to Thep27, endogenous Hampexpression is still repressed at two
months. At two months, Thep35 and Thep61 mice have 53% and
33% lower hemoglobin concentrations, respectively (7.1 ± 1.0 g
dlÐ1in Thep35 mice (n = 10) versus 15.1 ± 0.8 in non-transgenic
mice (n = 12), P < 0.0001; and 10.5 ± 1.0 g dlÐ1in Thep61 mice (n
= 8) versus 14.5 ± 1.1 in non-transgenic mice (n = 8), P <
0.0001). Thep35 mice also have compensatory splenomegaly, as
is typically observed in mice with severe iron deÞciency (N.C.A.,
unpublished results). Viability of both transgenic lines was poor
unless they were treated with iron15, but a few mice did survive.
Transgenic HfeÐ/Ðmice produced from crosses with both of these
lines had complete absence of iron overload compared with non-
transgenic HfeÐ/Ðmice at two months (Fig. 6b,c). These results
indicate that sustained, high levels of Hamptransgene expression
prevented liver iron accumulation in spite of the absence of Hfe.
The inhibition of iron absorption depends on the level of Hamp
transgene expression, which explains why it is associated with
anemia in Thep35 and Thep61 mice but not in Thep27 mice.

In summary, we find that the absence of Hfe results in a fail-
ure of Hampinduction in spite of iron overload and that con-
stitutive Hamp expression blocks iron loading in mouse
hemochromatosis. Our data could be explained by a simple
model in which Hfe acts as a regulator of Hampexpression and

Hamp modulates intestinal iron transport at the level of the
mature enterocyte. If Hfe is just one means of controlling
Hamp expression, and others are intact in HfeÐ/Ð mice, this
would explain why Hamp is present but not appropriately
induced in those mice. Lower levels of endogenous Hamp
expression in 66-day-old transgenic mice could be attributable
to anemia in Thep35 and Thep61 mice, but this should not be
the case for non-anemic Thep27 mice. The result of inappro-
priate Hamp regulation in HfeÐ/Ðmice is a relatively mild iron
loading compared to mice with total loss of Hamp expres-
sion13, analogous to observations in humans with severe juve-
nile hemochromatosis14.

Fig. 4 Endogenous and transgenic Hamp expression in mice carrying the Hfe mutation and/or the Thep27 Hamp
transgene. Transgenic (Tg) and endogenous (end) liver Hamp mRNA levels were quantiÞed by northern blot-
ting (as in Fig. 1 b) in non-transgenic Hfe+/? and non-transgenic HfeÐ/Ðmice (a) and in transgenic Hfe+/? and trans-
genic HfeÐ/Ð(b) mice at 32 d.
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ber of mice indicated, and statistical analysis was done using StudentÕs t-test
(unpaired, two-tailed): * P < 0.001; ** P < 0.0001.
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We propose that HAMP functions to regulate iron export
from enterocytes and macrophages. Normally, absorptive
enterocytes retain some iron and transfer some across the
basolateral membrane to enter the plasma. The iron retained
by the enterocytes never enters the body; it is lost when the
cells senesce and are sloughed into the gut lumen. If the frac-
tion of iron transferred across the basolateral membrane is
greater, however, more dietary iron is absorbed. If HAMP nor-
mally functions to limit basolateral iron release, then relative
HAMP deficiency would result in greater net intestinal iron
absorption. Similarly, if HAMP normally functions to limit
macrophage iron release, then inappropriately low HAMP lev-
els would explain both the relative iron depletion of reticu-
loendothelial macrophages and the higher plasma iron levels
that have been consistently reported in individuals with
hemochromatosis. In this model, HAMP would modulate the
expression or activity of the cellular iron export machinery in
the same way in both cell types.

At least one iron export molecule, the transporter SLC11a3
(ferroportin), is expressed both at the basolateral membrane of
enterocytes and in macrophages, and its function might be
modulated by HAMP to mediate the effects of the stores or
erythroid regulator. This could easily be accomplished if
HAMP is the final effector, downstream of HFE and the other
molecules involved in sensing iron stores and bone marrow
iron demand. In addition, genetic variability in the expression
of HAMP might contribute to the wide range in phenotypic

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

HAMP gene regulation in response to iron status is not yet
understood, although C/EBP� has been implicated in some
aspects of promoter control22. Iron-dependent regulation of
Hamp expression may involve cells other than hepatocytes.
Indeed, iron was found to have no effect11or even to downregu-
late HAMPexpression18when added to human cultured hepato-
cytes. We speculate that hepatic KŸpffer cells (macrophages) may
communicate with hepatocytes to effect regulation of the HAMP
response. The demonstration that IL-6, a macrophage-produced
cytokine, can stimulate HAMP expression by hepatocytes18 sup-
ports this hypothesis. Inappropriate HAMP expression could
mediate the pathological effects of mutations in HFEin heredi-
tary hemochromatosis. Accordingly, we speculate that HAMP
therapy could beneÞt individuals with hemochromatosis by pre-
venting iron overload and its complications.

Methods
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 mice. Null Hfe-deÞcient mice (HfeÐ/Ðmice) have
been previously described3. We generated transgenic mice overexpressing
Hamp as previously described15. Brießy, we introduced a Hamp cDNA
fragment between transthyretin sequences (consisting of the 3 kb of the
mouse transthyretin regulatory regions 5� to the cap site, the Þrst exon, Þrst
intron and most of the second exon) and the SV40 small-T poly(A)+ signal
sequence23. We detected the transgene by Southern blotting and PCR
analysis of DNA prepared from tail biopsy samples. Primer sequences are
available on request.

Northern blotting. We denatured 20 µg of liver RNA in formaldehyde-
containing buffer and separated it by electrophoresis through 1% agarose,
2.2 M formaldehyde gels. We did northern blotting as described13. After
electrophoresis, we transferred RNA to a nylon membrane (GeneScreen
Plus, Dupont-NENTM Life Science Products) in 20× salineÐsodium cit-
rate buffer. The probe used to detect HampmRNA has been previously
described13. Owing to the presence of the SV40 small-T poly(A)+

sequence, the size of the transgenic Hamptranscript is larger than that of
the endogenous transcript. We stripped each blot and reprobed it with
ribosomal 18S cDNA to check for integrity and conÞrm the amount of
loaded RNA.

Ir on measurements and histochemistry. We quantiÞed iron concentra-
tions as previously described24 on fragments or total organs using the IL
test (Instrumentation Laboratory). For histochemistry, we incubated sec-
tions from liver for 20 min in 1% hydrogen peroxide in 0.1 M phosphate-
buffered saline, immersed them in PerlÕs solution (1:1, 2% HCl and 2%
potassium ferrocyanide) at room temperature for 30 min and incubated
them for 10 min in 0.015% hydrogen peroxide in 3,3-diaminobenzidine
tetrahydrochloride.

Hematological analysis of mice. We obtained blood by retro-orbital phle-
botomy before mice were killed and collected it in heparinized tubes (capiject
T-MLH, Terumo Medical Corporation). We determined blood cell counts
and erythrocyte parameters using a MaxM coulter automatic analyzer.
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Fig. 6 Liver iron content in transgenic Thep27, Thep35 and Thep61 HfeÐ/Ðmice.
a, Transgenic (Tg) and endogenous liver Hamp mRNA levels, as quantiÞed by
northern blotting, in 66-d-old mice from the three transgenic mouse lines.
b, QuantiÞcation of liver iron level in 66-d-old Thep35 (open symbols) and
Thep61 (Þlled symbols) mice carrying the Hfe mutation. c, Liver sections from
two-month-old non-transgenic (nTg) and transgenic (Tg, Thep61) HfeÐ/Ðmice
were stained with the 3,3-diaminobenzidine and PerlÕs stain to detect iron
(brown). The arrow shows that iron deposition is greatest around the portal
vein in non-transgenic (nTg) HfeÐ/Ðmice.
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Article 2!:  Deregulation of proteins involved in iron metabolism in

hepcidin-deficient mice.

Viatte L, Lesbordes-Brion JC, Lou DQ, Bennoun M, Nicolas G, Kahn A, Canonne-
Hergaux F, Vaulont S. Blood. 2005 Jun 15;105(12):4861-4. Epub 2005 Feb 15.

MŽcanismes molŽculaires conduisant ˆ lÕŽtablissement dÕune surcharge en fer en
absence dÕhepcidine.

Introduction

La mise en Žvidence de lÕhepcidine comme rŽgulateur du mŽtabolisme du fer a suscitŽ
de nombreux travaux visant ̂  dŽfinir les cibles molŽculaires de lÕhepcidine pour son effet
inhibiteur de lÕabsorption intestinale du fer. Pour cela, diffŽrents stimuli ont ŽtŽ utilisŽs pour
faire varier les taux dÕhepcidine (rŽgime pauvre en fer, riche en fer, traitement par des agents
inflammatoires ou hŽmolytique[8, 105, 208, 237, 404] ou directement de lÕhepcidine
recombinante ou synthŽtique[397, 404] afin dÕŽtudier les consŽquences de ces variations
dÕhepcidine sur les niveaux dÕARNm et/ou de protŽines impliquŽes dans le mŽtabolisme du
fer, et ce, dans le duodŽnum et/ou dans le foie. Pas de consensus clair ne ressortait de ces
Žtudes, jÕai donc voulu mesurer la quantitŽ de ces protŽines du mŽtabolisme du fer en absence
totale dÕhepcidine.

JÕai utilisŽ pour cela les souris KO Usf2 dŽveloppŽes dans le laboratoire. Ces souris
prŽsentent un dŽficit fonctionnel en Hepc1 et Hepc2 (voir chapitre Ç!Hepcidine!: dŽcouverte,
structure et rŽgulation!È). Ces souris ont une surcharge en fer importante dans les
parenchymes et une diminution du fer splŽnique rappelant les anomalies du fer de lÕHH.
Notons que lÕabsence dÕUsf2, facteur de transcription ubiquiste, dans ces souris provoque une
tr•s forte lŽtalitŽ pŽrinatale et fait que peu dÕanimaux Žtaient disponibles pour analyse.

Dans ces souris, jÕai dŽcidŽ de mesurer les variations des niveaux de protŽines en
utilisant les anticorps ̂ notre disposition par les collaborations avec le laboratoire de Carole
Beaumont et Fran•ois Canonne-Hergaux ˆ la FacultŽ Bichat ̂  Paris (anticorps dirigŽs contre
la ferroportine et DMT1), celui dÕAndrew McKie ˆ Londres (anticorps anti-Dcytb) et celui de
P Santrambrogio et S. Levi ˆ Milan (anticorps anti-ferritine) ou par lÕutilisation dÕanticorps
commercialisŽ (anti-cŽruloplasmine).

RŽsultats

Nous avons prŽlevŽ sur les souris Usf2-/- les trois organes majeurs du mŽtabolisme du
fer, le duodŽnum, le foie et la rate, pour lÕanalyse des protŽines dÕintŽr•t par western blot et/ou
immunohistochimie.

Au niveau de la partie proximale du duodŽnum, le transporteur DMT1 et la rŽductase
Dcytb sont prŽsents en plus grande quantitŽ ̂ la surface apicale des entŽrocytes de souris KO
Usf2 par rapport aux souris contr™les (Figure 1 de lÕarticle). De m•me, la ferroportine est
produite en plus grande quantitŽ ̂ la membrane basolatŽrale des souris KO Usf2 (Figure 1 de
lÕarticle). LÕabsence dÕanticorps fiable disponible au laboratoire dirigŽ contre lÕhŽphaestine
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ne nous a pas permis de regarder le niveau dÕexpression de ce g•ne dans nos souris. On peut
toutefois estimer que, compte tenu de lÕimplication des diffŽrentes protŽines ŽtudiŽes dans
lÕabsorption intestinale de fer, leur augmentation entra”ne, en lÕabsence dÕhepcidine, une plus
grande entrŽe de fer dans lÕorganisme, rendant ainsi compte de la surcharge en fer observŽe
dans les souris KO Usf2.

Dans le foie des souris KO Usf2, la surcharge en fer entra”ne, comme attendu,
lÕaugmentation des taux protŽiques de ferritine L (Figure 2A de lÕarticle), probablement via
la diminution de lÕactivitŽ des IRP. On note Žgalement une augmentation du signal
ferroportine par western blot (Figure 2A de lÕarticle) et immunohistochimie  avec une
augmentation prŽpondŽrante dans les cellules de Kupffer (Figure 2B de lÕarticle). Afin
dÕŽvaluer au mieux la part de rŽgulation due au dŽfaut dÕhepcidine dÕune rŽgulation liŽe ̂  une
surcharge en fer dans le foie, nous avons comparŽ lÕexpression hŽpatique des g•nes des souris
Usf2-/- avec celle de souris traitŽes par un rŽgime riche en fer (14 jours en rŽgime fer carbonyl
3%). Il a ŽtŽ montrŽ que la quantitŽ dÕARNm ferroportine Žtait augmentŽe lorsque des souris
sont expŽrimentalement surchargŽes en fer ([237] et observations faites au laboratoire non
publiŽes) mais nous nÕavons pas retrouvŽ cette augmentation au niveau protŽique chez des
souris ayant re•u un rŽgime riche en fer (Figure 39). LÕaugmentation de la ferroportine
observŽe en absence dÕhepcidine dans les souris KO Usf2 nÕest donc pas liŽe ̂  la surcharge en
fer des souris. De fa•on surprenante, nous avons observŽ une diminution de la cŽruloplasmine
hŽpatique chez les souris dŽficientes en hepcidine comparŽes aux souris contr™les (Figure 2A
de lÕarticle). Cette rŽgulation ne semble pas non plus attribuable au fer intracellulaire puisque
le traitement par un rŽgime riche en fer fait augmenter les taux protŽiques de cŽruloplasmine
dans le foie (Figure 39)

Figure 09" Niveaux prot$iques de la ferroportine et de la c$ruloplasmine dans le foie de souris
sous r$gime riche en fer
En haut& immunohistochimie de la ferroportine : elle n#est d$tect$e que dans les cellules de Kupffer et
sa quantit$ n#est pas modifi$e par la surcharge en fer"
En bas& d$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$ruloplasmine pourrait
participer / l#accumulation du fer dans les h$patocytes& / l#instar de la surcharge h$patique observ$e
dans les cas d#ac$ruloplasmin$mie,+6+. et chez la souris KO Cp,!33."
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La rate des souris Usf2-/- est dŽficiente en fer et on observe, comme attendu, une
diminution de la quantitŽ de ferritine L (Figure 2C de lÕarticle). La ferroportine, comme dans
le duodŽnum et le foie, est prŽsente en plus grande quantitŽ dans la rate (Figure 2C et 2D de
lÕarticle). La prŽsence de la ferroportine est dŽtectŽe au niveau des macrophages de la pulpe
rouge de la rate, responsables de lÕEP (Figure 2D de lÕarticle). De fa•on intŽressante, on peut
noter que lÕaugmentation de la quantitŽ de ferroportine est associŽe ˆ un lŽger changement de
poids molŽculaire de la protŽine dŽtectŽe (Figure 2C de lÕarticle). Ce changement de taille
pourrait correspondre ˆ des modifications post-traductionnelles de la protŽine, par exemple
une phosphorylation ou une glycosylation. Un tel changement nÕa pas ŽtŽ observŽ dans le
duodŽnum et le foie (Figures 1A et 2A de lÕarticle).

Nous nÕavons pas dŽtectŽ de signal avec lÕanticorps DMT1 et Dcytb dans le foie et la
rate de nos souris.

Discussion

Ces travaux ont donc montrŽ que lÕabsence dÕhepcidine dans le mod•le des souris KO
Usf2 conduisait ̂ une augmentation coordonnŽe de la ferroportine dans les trois organes
ŽtudiŽs. Ces rŽsultats constituent la premi•re dŽmonstration in vivo de la stabilisation de la
ferroportine en absence dÕhepcidine. Cette observation rejoint lÕhypoth•se dÕune sensibilitŽ de
la ferroportine ̂ des signaux systŽmiques plut™t que locaux[43]. De plus, Fran•ois Canonne-
Hergaux et al. ont montrŽ que les taux de protŽine ferroportine Žtaient augmentŽs de fa•on
coordonnŽe dans ces trois organes dans de nombreuses situations dÕŽrythropo••se inefficace
par manque de fer utilisable par les GR (traitement par un rŽgime pauvre en fer, mod•les
murins dÕanŽmie gŽnŽtiques!: souris sla, mk, hpx) ou lorsque lÕŽrythropo••se est stimulŽe par
traitement ̂ lÕŽrythropo•Žtine ou ̂  la phŽnylhydrazine[37]. Dans toutes ces situations, les taux
dÕhepcidine sont connus pour •tre diminuŽs (voir Ç!RŽgulation de lÕhepcidine!È) et lÕabsence
dÕhepcidine pourrait donc •tre la cause de lÕaugmentation de la quantitŽ de ferroportine. Un
autre exemple de situation physiopathologique associant une diminution de lÕhepcidine et une
augmentation de la ferroportine a ŽtŽ apportŽ par Mok et al. dans lÕŽtude des souris
polycythŽmiques Pcm hŽtŽrozygotes[263].

Les rŽsultats dÕune stabilisation de la ferroportine en absence dÕhepcidine sont en
parfaite adŽquation avec les rŽsultats de Nemeth et al. qui montrent, ̂  lÕinverse, quÕen
prŽsence dÕhepcidine, la ferroportine est dŽgradŽe. LÕŽquipe de Nemeth et al. a fait
surexprimer par des cellules HEK293 un transg•ne codant pour la ferroportine couplŽe ̂ la
GFP. Le traitement de ces cellules par de lÕhepcidine humaine purifiŽe a montrŽ que
lÕhepcidine entra”nait lÕinternalisation de la ferroportine de la surface des cellules vers un
compartiment intracellulaire puis la dŽgradation de la ferroportine. Enfin, lÕutilisation
dÕhepcidine radiomarquŽe a permis de montrer que lÕhepcidine Žtait capable de se lier ˆ la
ferroportine-GFP[277].

Nos rŽsultats montrent Žgalement, quÕen absence dÕhepcidine, outre la quantitŽ
augmentŽe de ferroportine, les quantitŽs de DMT1 et Dcytb Žtaient augmentŽes dans les
entŽrocytes. Comment peut-on expliquer la rŽponse de DMT1 et Dcytb!? On peut penser que
la rŽponse de DMT1 est liŽe ̂  lÕIRE prŽsent dans son ARNm!: on fait alors lÕhypoth•se que le
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dŽficit en hepcidine entra”ne une induction de lÕactivitŽ des IRP ̂  lÕintŽrieur des entŽrocytes,
soit directement, soit par modification du fer intracellulaire, conduisant ̂ la stabilisation de
lÕARNm DMT1+IRE et donc ̂  une augmentation de la quantitŽ de protŽine. Pour Dcytb, les
mŽcanismes de rŽgulation de la transcription du g•ne sont encore inconnus et nŽcessitent des
investigations supplŽmentaires (Žtude des sŽquences promotrices en rŽponse au fer, Žtude de
la stabilitŽ de lÕARNm, etc.). Quoi quÕil en soit, lÕensemble de ces rŽsultats pourraient
expliquer la surcharge en fer observŽe chez les souris KO Usf2 par une augmentation de
lÕabsorption intestinale de fer chez ces souris. La dŽmonstration directe de cette augmentation
de lÕabsorption intestinale de fer passe par des Žtudes de transport de fer radioactif chez ces
souris. Dans la littŽrature, une diminution de lÕhepcidine associŽe ˆ une augmentation des
quantitŽs de DMT1, Dcytb et ferroportine dans le duodŽnum ainsi que le phŽnom•ne inverse,
lÕaugmentation dÕhepcidine associŽe ˆ une diminution des protŽines de lÕabsorption intestinale
de fer, a ŽtŽ rapportŽe notamment par lÕŽquipe de Greg Anderson[8, 105, 257]. Cette Žquipe a
ŽtŽ parmi les premi•res ̂  proposer un r™le direct de rŽgulation de lÕhepcidine sur les
entŽrocytes, remettant ainsi en cause le mod•le de la crypte[106]. Cette Žquipe a observŽ des
variations de quantitŽ de protŽines et Žgalement dÕARNm des molŽcules ŽtudiŽes. Nous avons
entrepris dÕŽtudier la quantitŽ dÕARNm dans les souris Usf2-/- afin dÕidentifier les niveaux de
rŽgulation de lÕhepcidine mais nous ne disposions pas dÕun nombre suffisant de souris de
m•me ‰ge et les niveaux de transcrits sont tr•s variables selon lÕ‰ge des souris (observations
non publiŽes).

 Enfin, nous avons montrŽ que la dŽficience en hepcidine dans les souris KO Usf2 est
associŽe ̂ une diminution de la cŽruloplasmine21 hŽpatique. Le foie Žtant la plus grande
source de cŽruloplasmine circulante, on peut penser que cette diminution est accompagnŽe
dÕune diminution de la cŽruloplasmine sŽrique. Une diminution de la cŽruloplasmine sŽrique a
Žgalement ŽtŽ retrouvŽe chez des patients atteints dÕhŽmochromatose HFE-dŽpendante[33,
204]. Ce qui reste difficile ˆ expliquer dans lÕhypoth•se dÕune diminution de la
cŽruloplasmine circulante, cÕest pourquoi on observe moins de fer dans les macrophages de
patients atteints dÕhŽmochromatose et dans les souris KO Usf2. On peut toutefois noter quÕil
semble y avoir une certaine tolŽrance de lÕorganisme vis-ˆ-vis de la diminution de la
cŽruloplasmine!: des personnes ayant une diminution de 50% de la cŽruloplasmine sŽrique ne
prŽsentent pas de sympt™mes cliniques (hypocŽruloplasminŽmie, OMIM n¡ 604290). De plus,
il a ŽtŽ montrŽ que les monocytes et les cellules de Kupffer contiennent de lÕARNm codant
pour la cŽruloplasmine[295, 399, 407] et la protŽine cŽruloplasmine a ŽtŽ dŽtectŽe dans des
particules intracellulaires de macrophages diffŽrenciŽs ̂ partir de moelle osseuse de souris
(communication personnelle de C. Delaby et F. Canonne-Hergaux). Ainsi, de la
cŽruloplasmine endog•ne produite par les macrophages pourrait pallier la diminution de
cŽruloplasmine sŽrique pour lÕexport du fer recyclŽ.

                                                
21 Rappelons que la cŽruloplasmine a ŽtŽ dŽcrite comme Žtant indispensable ˆ lÕexport du fer, de la

cellule vers la circulation sanguine, et que, dans les souris KO Cp et chez les patients atteints
dÕacŽruloplasminŽmie, on note une accumulation du fer hŽpatocytaire et macrophagique (voir paragraphe sur la
cŽruloplasmine).
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Enfin, des diffŽrences de poids molŽculaires de la ferroportine ont ŽtŽ dŽtectŽes dans la
rate de souris Usf2-/- et pourraient rŽsulter de modifications post-traductionnelles liŽes ̂
lÕabsence dÕhepcidine. LÕŽtude rŽcente de Fran•ois Canonne-Hergaux et al. sur la dŽtection de
la ferroportine a Žgalement mis en Žvidence des diffŽrences de poids molŽculaires de la
ferroportine dans les trois organes ŽtudiŽs chez une souris sauvage[37]. Canonne-Hergaux et
al. ont montrŽ que la ferroportine Žtait glycosylŽe dans les trois tissus[37]. La glycosylation
de la ferroportine dans le foie et la rate a tr•s rŽcemment ŽtŽ confirmŽe par une autre
Žquipe[311]. On peut Žgalement penser que la ferroportine est une protŽine phosphorylŽe. Il
existe en effets plusieurs sites putatifs de N-glycosylation et de phosphorylations dans la
sŽquence protŽique de la ferroportine[1, 252] (Figure 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& en vert les sites
putatifs de N'glycosylation" La topologie des domaines transmembranaires de la ferroportine
pr$sent$e sur ce sch$ma n#est qu#une hypoth%se"

Toutes les questions soulevŽes par lÕŽtude des souris Usf2-/- pourront •tre adressŽes
par lÕanalyse des souris KO Hepc1 gŽnŽrŽes au laboratoire qui ne prŽsentent pas
dÕaugmentation de la lŽtalitŽ par rapport aux souris contr™les mais reproduisent les
perturbations du mŽtabolisme du fer des souris KO Usf2[218] (voir Ç!RŽsultats
complŽmentaires!È). On envisage ainsi dans ces souris de!:

- mesurer les niveaux dÕARNm des molŽcules du mŽtabolisme du fer par RT-PCR
quantitative et par lÕutilisation de puces ̂ ARN (IronChip, dŽveloppŽe par Martina
Muckenthaler[269]) dans le duodŽnum, le foie et la rate!;

- mesurer les activitŽs IRP dans les trois organes!;

- mesurer la cŽruloplasmine sŽrique et dÕŽtudier lÕexpression de la cŽruloplasmine
macrophagique apr•s isolation des macrophages de rate ou de foie!;

- Žtudier la phosphorylation et la glysosylation de la ferroportine
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- mesurer lÕabsorption intestinale de fer radioactif.

Par ailleurs, afin de confirmer les mŽcanismes Žventuels de rŽgulation par lÕhepcidine,
il est important de vŽrifier que les variations de DMT1, Dcytb, ferroportine et cŽruloplasmine
observŽes dans les souris KO Usf2 dŽficientes en hepcidine seront retrouvŽes en miroir dans
des souris surexprimant un transg•ne hepcidine (voir chapitre suivant).
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Deregulation of proteins involved in iron metabolism in hepcidin-deÞcient mice
Lydie Viatte, Jeanne-Claire Lesbordes-Brion, Dan-Qing Lou, Myriam Bennoun, Gaël Nicolas, Axel Kahn,
François 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-deÞcient 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-deÞcient
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 organism,
as both iron deÞciency and iron excess are associated with
cellular dysfunction. Dietary iron is absorbed by duodenal
enterocytes. Brießy, Fe3� is thought to be reduced at the apical
side of the enterocyte to Fe2� by the reductase duodenal
cytochrome b (Dcytb) and transported through the plasma
membrane by the divalent metal transporter 1 (DMT1). Once in
the cytoplasm, iron is either stored in ferritin or transferred to
the plasma by the basolateral exporter ferroportin. Then, Fe2� is
oxidized by the ferroxidase hephaestin and enters the circulation
bound to transferrin (for review, see Miret et al1). Iron absorp-
tion represents only 10% of the iron needs, and to meet the
demand for heme production necessary for erythropoiesis, iron
is recycled from senescent red blood cells by the macrophages
of the reticuloendothelial system.

Recently, hepcidin, a peptide secreted by the liver in response to
iron loading and inßammation, has been proposed to regulate
plasma iron by limiting duodenal iron absorption and iron
release by macrophages (for review, see Ganz2 and Nicolas et
al3). Conversely, hepcidin production was found inhibited by
anemia and hypoxia, allowing for increased iron absorption.4

There were 2 mouse models that helped in establishing the
regulatory role of hepcidin. First, theUsf2knock-out mice5 that
completely lack hepcidin, which demonstrated massive iron
overload resembling the hemochromatosis phenotype (ie, multi-
visceral iron overload with sparing of the reticuloendothelial

system), and, second, the transgenic mouse model constitutively
expressing hepcidin, which developed severe hyposideremia
and anemia.6 Still, little is known about the mode of action of
hepcidin in vivo. To address this question and to understand the
mechanisms of the deregulation of iron absorption in hepcidin-
deÞcient mice, the level of iron-related proteins was studied in
the 3 organs implicated in iron homeostasis, namely duodenum,
spleen, and liver, the major site of iron storage.

Study design

Animals and treatment

Usf2knock-out mice were previously described.5 Mice were maintained on
a standard laboratory mouse chow (AO3; Usine dÕAlimentation Ration-
nelle, Epinay-sur-Orge, France). Iron overload was produced by 3%
carbonyl iron supplemented in the diet for 14 days.

Western blot analysis

Microsomal and cytosolic fractions from frozen tissues of 2- to 5-month-old
mice were prepared as previously described.7 Rabbit polyclonal antimouse
DMT1 and antimouse ferroportin antibodies were described (Canonne-
Hergaux et al7; and F.C-H., Adriana Donova, C. Delaby, H.-J. Wang, N.C.
Andrews, P. Gros, ÒCoordinated upregulation of duodenal and macrophage
ferroportin proteins in response to iron restricted erythropoiesis,Ó submitted
April 2005). Rabbit polyclonal antimouse Dcytb was a kind gift from A.
McKie.8 Mouse monoclonal antimouse ceruloplasmin antibody was purchased
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from BD Biosciences (San Jose, CA). Finally, rabbit polyclonal antimouse
L-ferritin antibody was a kind gift from P. Santambrogio and S. Levi.9

Immunohistochemistry

Tissues from 9- to 10-month-old mice were Þxed in 4% formaldehyde.
Sections in parafÞn were subjected to microwave and then processed for
immunohistochemistry using the EnVision� SystemÐhorseradish peroxi-
dase (HRP) (diaminobenzidine [DAB]) kit (DAKO, Trappes, France)
according to the manufacturerÕs methods. Primary antibodies against
DMT1, ferroportin, and Dcytb were diluted at 1:1500, 1:75, and 1:50
respectively, before use. All microscopy was performed using a Nikon
Eclipse E800 microscope equipped with 4� /0.10 NA, 20� /0.75 NA, and
60� /1.40 oil objective lenses. Digital images were captured with a Nikon
Dxm1200 camera and Nikon ACT-1 v2.63 software (Nikon France,
Champigny-sur-Marne, France).

Results and discussion

The level of proteins implicated in iron absorption was assessed
in the duodenum of hepcidin-deÞcient mice by Western blot and
immunohistochemistry (Figure 1A-B). DMT1, Dcytb, and ferro-
portin were found to be dramatically increased inUsf2� /� mice
compared with their littermate controls. This increase was
observed at the apical border ofUsf2� /� enterocytes for DMT1
and Dcytb, and at the basolateral side for ferroportin. We
hypothesized that the increase of proteins responsible for iron
absorption would be one mechanism accounting for massive
iron overload in hepcidin-deÞcient mice. In good agreement
with our results, the lab of G. Anderson has provided strong
indirect inverse correlative data between hepcidin expression
and the duodenal level of DMT1, Dcytb, and ferroportin
proteins in various pathophysiologic situations including iron-
deÞcient diet (Frazer et al10), pregnancy (Millard et al11), and
phenylhydrazine treatment (Frazer et al12). In contrast, synthetic
hepcidin in Caco2 cells was recently demonstrated to act only at
the apical side by decreasing iron uptake through down-
regulation of DMT1 protein and without any modiÞcation of the
iron efßux and ferroportin expression.13 The reason for this
discrepancy is difÞcult to explain but might be related to the in

vitro system, and the nature and concentration of the synthetic
hepcidin used in these experiments.

In agreement with the liver iron accumulation in theUsf2� /�

mice,5 an increased content of hepatic L-ferritin was observed
(Figure 2A). Interestingly, hepcidin-deÞcient mice showed
increased hepatic ferroportin levels, mainly due to an up-
regulation of ferroportin in the Kupffer cells, a well-known site
of ferroportin expression14,15 (Figure 2A and 2B). However,
while hepatocytes of control mice were negative for the
presence of ferroportin, a faint staining was evidenced in the
hepatocytes of hepcidin-deÞcient mice. Although it is estab-
lished that the ferroportin gene is expressed in hepatocytes and
hepatoma cell lines, the presence and the subcellular localiza-
tion of the protein in these cells have remained elusive.14-17

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

Ceruloplasmin, a soluble ferroxidase produced by the liver,
plays a key role in iron homeostasis by favoring cellular iron
release and iron incorporation into transferrin (for review, see
Hellman and Gitlin18). Surprisingly, while the ferroportin exporter
was up-regulated in the liver of hepcidin-deÞcient mice, ceruloplas-
min was found to be down-regulated (Figure 2A). This down-
regulation of ceruloplasmin was conÞrmed by immunohistochem-
istry (data not shown). The increased ferroportin and decreased
ceruloplasmin levels are expected to be the consequence of
hepcidin deÞciency rather than liver iron overload since in
experimentally iron-loaded mice, the level of hepatic ferroportin
was unaltered, while ceruloplasmin levels were increased (data not
shown). The decrease of hepatic ceruloplasmin inUsf2� /� mice
was quite unexpected and deserves further investigation. However,
in agreement with the liver iron overload associated to a marked
impairment in hepatocyte iron efßux observed in ceruloplasmin
knock-out mice,19 we speculate that ceruloplasmin deÞciency
could contribute to the iron overload inUsf2� /� mice.

Splenic macrophages are important for iron recycling from
senescent red blood cells. In hepcidin-deÞcient mice, we previ-
ously described the apparent iron deÞciency of the spleen,5 an
observation further illustrated here by the decreased expression of

Figure 1. Protein levels of iron-related genes in the
duodenum of hepcidin-deÞcient 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.
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splenic L-ferritin (Figure 2C). Interestingly, an increase of ferropor-
tin was also observed in the spleen ofUsf2� /� mice together with a
slight change in the molecular size of the protein, most likely due to
posttranslational modiÞcation. The increase of ferroportin was
speciÞc to the macrophages of the red pulp as assessed by immunohisto-
chemistry (Figure 2D). The splenic ferroportin up-regulation could
explain the iron deÞciency in the spleen of these mice.

In conclusion, hepcidin deÞciency 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, ÒCoordinated upregulation
of duodenal and macrophage ferroportin proteins in response to
iron restricted erythropoiesis,Ó submitted April 2005), demon-
strating similar up-regulation of ferroportin in situations of
pathophysiologic hepcidin deÞciency due to iron-restricted
erythropoiesis. In addition, the same correlation was found in
heterozygous polycythemicPcm mice where down-regulation
of hepcidin during postnatal development correlates with pro-
found increases in ferroportin protein levels in duodenum and
liver.20 Very interestingly, while this paper was in preparation,
Nemeth et al21 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 deÞciency. 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.
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Article 3!:  Chronic hepcidin induction causes hyposideremia and alters

the pattern of cellular iron accumulation in hemochromatotic mice

Viatte L, Nicolas G, Lou DQ, Bennoun M, Lesbordes-Brion JC, Canonne-Hergaux F,
Schšnig K, Bujard H, Kahn A, Andrews NC and Vaulont S. Blood. 2005 Dec 8

CrŽation dÕun mod•le transgŽnique inductible hepcidine et application!: lÕinduction
chronique dÕhepcidine modifie la distribution du fer tissulaire chez des souris Hfe-/-

Introduction

Le mod•le murin de surexpression de lÕhepcidine ˆ notre disposition, les souris TTR-
Hepc1, ne nous permet pas lÕŽtude du r™le de lÕhepcidine ˆ lÕ‰ge adulte sur lÕabsorption
intestinale de fer et le recyclage du fer. En effet, chez ces souris, lÕexpression du transg•ne
dans le foie fÏtal entra”ne le blocage du transport placentaire de fer conduisant ̂ une anŽmie
d•s le stade E15,5 (voir Ç Article 1 È)[284]. Cette anŽmie souvent sŽv•re entra”ne une forte
lŽtalitŽ ̂ la naissance et avant le sevrage[281]. Seuls quelques animaux exprimant faiblement
le transg•ne TTR-Hepc1 survivent sans injection de fer ˆ la naissance[281].

Afin de disposer dÕun mod•le viable permettant dÕŽtudier le r™le de lÕhepcidine ˆ lÕ‰ge
adulte, nous avons donc dŽcidŽ de crŽer des souris surexprimant lÕhepcidine de fa•on
inductible. Nous avons choisi pour cela le syst•me Tet ON mis au point par lÕŽquipe
dÕHermann Bujard ˆ Heidelberg[131] (pour une revue sur ce syst•me dÕexpression
conditionnelle de transg•ne, voir[226]). Le syst•me Tet ON est dŽrivŽ de lÕopŽron tetracycline
dŽveloppŽ par Escherichia coli pour rŽsister ̂  cet antibiotique. Ce syst•me repose sur
lÕinteraction, dŽpendante de la tŽtracycline, dÕune protŽine TetR et de lÕopŽrateur tŽtracycline
tetO. Chez la bactŽrie, la tŽtracycline interagit avec TetR emp•chant sa liaison ̂  la sŽquence
tetO (principe du syst•me Tet OFF). Dans le syst•me Tet ON, la protŽine TetR a ŽtŽ modifiŽe
pour que sa liaison aux sŽquences opŽrateurs tetO ne se fasse quÕen prŽsence de lÕinducteur, la
doxycycline (analogue de la tŽtracycline). La protŽine modifiŽe est appelŽe rTA. La sŽquence
du g•ne rTA est fusionnŽe aux sŽquences codant pour le domaine de transactivation VP16. Le
ciblage tissu spŽcifique de la protŽine hybride rTA-VP16 est garantie par lÕajout en amont
d'un promoteur tissu spŽcifique. Dans notre cas, ce sont les sŽquences promotrices du g•ne
LAP (pour Liver Activator Protein aussi appelŽ C/EBP" ) qui ont ŽtŽ utilisŽes pour induire
lÕexpression du transg•ne dans le foie. Ce transg•ne est appelŽ rTALAP-1[339]. Des souris
portant ce transg•ne produisent constamment la protŽine rTA dans le foie. En prŽsence de
doxycycline, rTA se lie ˆ lÕopŽrateur tetO et fait sÕexprimer par son domaine de
transactivation VP16 la sŽquence codante du g•ne dÕintŽr•t, dans notre cas Hepc1, situŽe en
aval de cet opŽrateur (Figure 1A de lÕarticle).

Nous avons choisi ce syst•me inductible parmi dÕautres car il permet dÕinduire de
fa•on reproductible et ˆ de hauts niveaux lÕexpression dÕun transg•ne par lÕadministration
dÕantibiotique et car cette induction est rŽversible par retrait de lÕantibiotique. Il permet
Žgalement dÕŽtudier les effets dÕune induction ˆ court ou bien long terme du g•ne dÕintŽr•t.
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Nous avons utilisŽ ce mod•le afin de tester, non plus le r™le prŽventif de lÕhepcidine
dans la surcharge en fer de lÕhŽmochromatose (voir Ç!Article 1!È)[284] mais le r™le Žventuel
thŽrapeutique de lÕhepcidine dans un organisme o• la surcharge en fer est dŽjˆ prŽsente.

RŽsultats

Pour surexprimer lÕhepcidine de mani•re inductible, nous avons croisŽ deux lignŽes de
souris transgŽniques afin dÕobtenir des souris capables dÕinduire lÕhepcidine par
administration de lÕinducteur. Les souris transgŽniques rTALAP-1 proviennent du laboratoire
dÕHermann Bujard[339]. Nous avons crŽŽ au laboratoire les souris tetO-Hepc1 qui porte un
transg•ne composŽ des sŽquences de lÕopŽrateur tetO en amont de lÕADNc codant pour Hepc1
et des sŽquences codant pour la queue polyA de la " -globine. Le croisement de ces deux types
de souris transgŽniques gŽn•re des souris ne portant aucun transg•ne, des souris portant un
des deux transg•nes ou bien des souris possŽdant les deux transg•nes. Ce sont ces derni•res
qui sont susceptibles dÕexprimer Hepc1 apr•s induction par la doxycycline (Figure 1A de
lÕarticle). Les autres souris sont utilisŽes comme contr™les (Figure 41). Nous appellerons par
la suite les souris possŽdant les deux transg•nes tetO-Hepc1 et rTALAP-1 les souris
Ç!inductibles!È.

tetO -Hepc1rTALAP-1

tetO -Hepc1rTALAP-1 rTALAP-1  tetO -Hepc1

contr™les inductibles

+ + doxycyclinedoxycycline

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

Onze lignŽes transgŽniques ont ŽtŽ testŽes pour savoir si, apr•s induction, les souris
rTALAP-1 tetO-Hepc1 issues de ces lignŽes exprimaient bien le transg•ne. Seule une lignŽe
parmi les 11 exprimait le transg•ne apr•s induction. CÕest cette lignŽe qui a ŽtŽ utilisŽe pour
les expŽriences. Toutes les souris sont traitŽes ̂ la doxycycline car il a ŽtŽ montrŽ que celle-ci
Žtait capable de chŽlater le fer[133]. Ainsi, pour ne pas biaiser les expŽriences, les souris
inductibles traitŽes ̂ la doxycycline sont comparŽes ˆ des souris contr™les Žgalement traitŽes
ˆ la doxycycline (Figure 41).
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$  CaractŽrisation du mod•le transgŽnique inductible hepcidine

Nous avons dans un premier temps cherchŽ ̂ caractŽriser ces souris inductibles apr•s
induction ̂  court terme et ̂  long terme de lÕhepcidine transgŽnique. LÕinduction ˆ court terme
se fait par injection intrapŽritonŽale de doxycycline. Les souris ont ensuite ŽtŽ sacrifiŽes 3h,
6h, 9h ou 18h apr•s lÕinjection pour mesurer lÕexpression dÕHepc1 et des g•nes endog•nes
hepcidine dans le foie. Le sŽrum a ŽtŽ prŽlevŽ pour observer lÕeffet de lÕexpression de
lÕhepcidine transgŽnique sur le fer sŽrique. Les Northern blots faits ˆ partir de foie de ces
souris montrent que le transg•ne tetO-Hepc1 est exprimŽ d•s 3h apr•s injection. Son
expression est maximale 9h apr•s lÕinjection et semble diminuer 18h apr•s lÕinjection (Figure
1B de lÕarticle). LÕexpression du transg•ne hepcidine est accompagnŽe dÕune diminution du
fer sŽrique qui est significative 6h apr•s lÕinjection et toujours prŽsente 18h apr•s lÕinjection
(Figure 1C de lÕarticle). Ces rŽsultats montrent pour la premi•re fois lÕeffet hyposidŽrŽmiant
in vivo de lÕhepcidine produite par le foie dans une souris adulte.

Pour conna”tre les effets ̂  long terme dans une souris adulte dÕune production
prolongŽe dÕhepcidine dans le foie, nous avons donnŽ aux souris inductibles de la doxycycline
dans lÕeau de boisson et observŽ les param•tres hŽmatologiques (mesure du nombre de
globules rouges, du taux dÕhŽmoglobine, de lÕhŽmatocrite et du volume globulaire moyen) de
ces souris apr•s 10, 14 et 20 jours dÕinduction. Apr•s 3 semaines dÕinduction par la
doxycycline, les souris inductibles expriment fortement le transg•ne, rŽpriment leur g•ne
endog•ne et diminuent leur fer sŽrique (Figure 2A de lÕarticle). LÕexpression du transg•ne
est associŽe ̂ une diminution des param•tres hŽmatologiques d•s 14 jours dÕinduction
(Figures 2A et 2B de lÕarticle). Nous avons Žgalement ŽtudiŽ les quantitŽs de fer dans la rate
des souris inductibles par coloration de Perls22 et nous avons observŽ une rŽtention du fer dans
les macrophages splŽniques de souris inductibles exprimant fortement le transg•ne (rŽsultats
non montrŽs). Ces rŽsultats montrent quÕune anŽmie, par dŽfaut de fer disponible pour
lÕŽrythropo••se, sÕest installŽe suite ̂  lÕexpression continue du transg•ne hepcidine. De plus,
lÕanŽmie est rŽversible par retrait de lÕagent inducteur (rŽsultats non montrŽs).

Ce mod•le de surexpression inductible dÕHepc1 est donc capable de reproduire les
effets attendus de lÕhepcidine!: une diminution du fer sŽrique ̂ court terme, probablement par
inhibition du relargage du fer macrophagique, et lÕinstallation dÕune anŽmie ̂ long terme
probablement suite ̂  lÕaction combinŽe dÕune inhibition de lÕabsorption intestinale de fer et
de son recyclage macrophagique.

$  Effet thŽrapeutique de lÕhepcidine sur la surcharge en fer des souris Hfe-/-

Afin de tester lÕeffet thŽrapeutique de lÕhepcidine, nous avons dŽcidŽ dÕutiliser ce
mod•le transgŽnique inductible pour apporter de lÕhepcidine supplŽmentaire dans un
organisme dŽjˆ surchargŽ en fer. Pour cela nous avons croisŽ les souris inductibles avec les
souris hŽmochromatosiques Hfe-/-. Les souris inductibles Hfe+/- obtenues ont ensuite ŽtŽ

                                                
22 Nous avons Žgalement dosŽ le fer splŽnique total mais les grandes variations obtenues dans les

valeurs de dosage dÕun animal ̂  lÕautre ne nous permettent pas de dŽgager de tendances significatives entre le fer
splŽnique des souris inductibles et celui des souris contr™les.
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croisŽes entre elles afin dÕobtenir des souris inductibles Hfe-/- (Figure 42). Ë deux mois,
lorsque la surcharge en fer des souris Hfe-/- est dŽjˆ installŽe, nous avons commencŽ le
traitement ˆ la doxycycline pour induire le transg•ne hepcidine.

Hfe -/-

ind  Hfe -/-cont  Hfe -/- ind  Hfe +/?

inductibles (ind)

cont  Hfe +/- ind  Hfe +/-

cont  Hfe +/?

+ + doxycyclinedoxycycline

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

Apr•s trois semaines de traitement ̂ la doxycycline, le duodŽnum, le foie et la rate de
ces souris ont ŽtŽ prŽlevŽs pour mesurer les quantitŽs dÕhepcidine, de ferroportine, de ferritine
et de fer prŽsentes dans ces organes. Le sang a Žgalement ŽtŽ prŽlevŽ pour mesurer le fer
sŽrique et les param•tres hŽmatologiques.

On retrouve dans les souris Hfe-/- une quantitŽ inappropriŽe de transcrits hepcidine
endog•nes au regard de la surcharge en fer, comme nous lÕavons vu prŽcŽdemment (voir
Ç!Article 1!È) (Figure 3A de lÕarticle). Comme attendu, les souris Hfe-/- ont plus de fer
hŽpatique et de fer sŽrique que les souris contr™les (Figure 43 et Figure 3 de lÕarticle). Dans
le foie des souris Hfe-/-, le fer sÕaccumule dans les hŽpatocytes situŽs autour des espaces
portes (Figure 4A a de lÕarticle). LÕaugmentation du fer hŽpatique dans les souris Hfe-/- est
associŽe ̂ une augmentation de la quantitŽ de ferritine L dans le foie probablement par
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rŽgulation du fer intracellulaire via les IRP (Figure 3B de lÕarticle). La rate des souris Hfe-/-
est, comme nous lÕavons prŽcŽdemment dŽcrit, dŽficiente en fer. Nous nÕavons ainsi pas pu
dŽtecter la ferritine L par western blot (Figure 3B de lÕarticle) et peu de macrophages sont
colorŽs au Perls dans la rate des Hfe-/- (Figure 4A b de lÕarticle).

Figure 30" Fer s$rique& fer h$patique et valeurs h$matologiques des souris inductibles Hfe ';'
trait$es trois semaines / la doxycycline
RBC : Red Blood Cell Count& nombre de globules rouges (!: 6;µl); 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"
*  : ind vs cont ou ind Hfe ';' vs Hfe ';' ; *  : p G :&:4 ; **  : pG :&:! ; ****  : pG :&:::!"
H : Hfe ';' vs cont ou ind Hfe ';' vs ind ; H : p G :&:4 ; HH : pG :&:!

LÕexpression du transg•ne hepcidine est toujours accompagnŽe dÕune forte diminution
du fer sŽrique quel que soit le gŽnotype Hfe (Figure 43 et Figure 3 de lÕarticle). Il est ̂  noter
que le fond gŽnŽtique des souris inductibles a ŽtŽ modifiŽ suite au croisement avec les souris
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KO Hfe. Cette diffŽrence de fond gŽnŽtique pourrait expliquer le fait que la diminution des
param•tres hŽmatologiques des souris inductibles ne soient ici pas significative apr•s 3
semaines dÕinduction (Figure 43) contrairement ̂ ce que lÕon a observŽ lors de lÕŽtude
cinŽtique ̂ long terme (Figure 2B de lÕarticle). Les souris inductibles Hfe-/- ont la m•me
quantitŽ de fer hŽpatique que les souris Hfe-/- et, par consŽquent, la m•me quantitŽ de ferritine
L dans le foie (Figure 43 et Figure 3B de lÕarticle). En revanche, le fer nÕest pas rŽparti de la
m•me fa•on dans le foie des souris Hfe-/- et des inductibles Hfe-/-. En effet, la coloration de
Perls montre, quÕˆ quantitŽ Žgale, le fer est localisŽ dans les hŽpatocytes chez la souris Hfe-/-
alors quÕon retrouve ce fer ˆ la fois dans les hŽpatocytes et les macrophages des souris
inductibles Hfe-/- (Figure 4A a et c de lÕarticle). De la m•me fa•on, on observe plus de fer
dans les macrophages de la rate des inductibles Hfe-/- comparŽs ˆ ceux des Hfe-/- (Figure 4A
b et d de lÕarticle). Cette augmentation du fer macrophagique de la rate est accompagnŽe
dÕune augmentation de la ferritine L dans la rate des inductibles Hfe-/- (Figure 3B de
lÕarticle). Enfin, lorsquÕon observe les quantitŽs de fer prŽsentes dans le duodŽnum par une
mŽthode sensible de dŽtection (Perls DAB), on constate une rŽtention du fer dans les
entŽrocytes des souris inductibles Hfe-/- comparŽ aux souris Hfe-/- (Figure 4C b et d de
lÕarticle). Il semble donc que lÕinduction de lÕhepcidine transgŽnique dans les souris
inductibles Hfe-/- a conduit ˆ la rŽtention du fer dans les macrophages et les entŽrocytes.

Nous avons ensuite voulu Žtudier les niveaux de ferroportine dans les souris
inductibles Hfe-/- traitŽes pendant trois semaines avec la doxycycline. En effet, la ferroportine
est une cible reconnue de lÕhepcidine!: il a ŽtŽ montrŽ, comme nous lÕavons vu
prŽcŽdemment, quÕin vitro, lÕhepcidine se lie, internalise et dŽgrade la ferroportine[277] et
nous avons montrŽ que lÕabsence dÕhepcidine dans les souris KO Usf2 conduit ˆ
lÕaugmentation de la quantitŽ de protŽine ferroportine in vivo (voir Ç!Article 2!È)[369]. Alors
que la ferroportine est bien prŽsente dans les cellules de Kupffer, nous dŽtectons difficilement
la ferroportine dans les hŽpatocytes de souris contr™les (rŽsultats non montrŽs). Les souris
Hfe-/- augmentent lŽg•rement la quantitŽ de ferroportine par rapport aux souris contr™les et la
ferroportine semble prŽsente essentiellement dans les cellules des Kupffer dans le foie des
souris Hfe-/- (Figures 3B et 4B a et c de lÕarticle). Dans la rate, la ferroportine des
macrophages de la pulpe rouge (Figure 4B b de lÕarticle) semble Žgalement prŽsente en plus
grande quantitŽ dans les souris Hfe-/- comparŽes aux souris contr™les (Figure 3B de
lÕarticle). Chez les souris inductibles Hfe-/- lÕexpression du transg•ne hepcidine est associŽe ˆ
une diminution de la ferroportine des macrophages du foie et de la rate (Figures 3B et 4B de
lÕarticle). Dans le duodŽnum, on observe Žgalement une diminution de la ferroportine ̂ la
membrane basolatŽrale des entŽrocytes des souris inductibles Hfe-/- comparŽes aux souris
Hfe-/- (Figure 4C a et c de lÕarticle). On observe donc, ̂  lÕinverse des souris Usf2-/- (voir
Ç!Article 2!È)[369], une diminution de la quantitŽ de ferroportine dans le duodŽnum, le foie et
la rate apr•s induction du transg•ne hepcidine.

Discussion

Cet article dŽcrit un nouveau mod•le dÕexpression inductible du g•ne Hepc1
permettant lÕŽtude de lÕeffet de lÕhepcidine ˆ lÕ‰ge adulte.
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Nous avons montrŽ que le premier param•tre modifiŽ par lÕexpression du transg•ne
hepcidine 6h apr•s induction est le fer sŽrique qui diminue. LÕŽquipe de T. Ganz a Žgalement
voulu Žtudier le r™le de lÕhepcidine in vivo sur le mŽtabolisme du fer en injectant de
lÕhepcidine humaine purifiŽe[320]. LÕinjection intrapŽritonŽale de 50 µg dÕhepcidine humaine
purifiŽe entra”ne une diminution du fer sŽrique dans une souris normale d•s 4 h apr•s
injection[320]. Cette m•me Žquipe a par la suite montrŽ que la diminution du fer sŽrique par
de lÕhepcidine synthŽtique apparaissait dans lÕheure qui suit lÕinjection et quÕelle dure jusquÕˆ
48 h apr•s lÕinjection dÕhepcidine[321]. Ainsi lÕeffet hyposidŽrŽmiant de lÕhepcidine
transgŽnique que nous observons est-il tout ˆ fait compatible avec celui obtenu avec de
lÕhepcidine purifiŽe ou synthŽtique. Le dŽlai de la rŽponse (1 h pour lÕhepcidine synthŽtique
vs 6 h pour lÕhepcidine transgŽnique) peut simplement sÕexpliquer par les processus
dÕactivation de la transcription de la traduction et la sŽcrŽtion de lÕhepcidine transgŽnique.

Curieusement, alors que nous voyons une rŽpression des g•nes endog•nes hepcidine
dans nos souris inductibles, Rivera et al. ne retrouvent pas de rŽpression du g•ne endog•ne
Hepc1 chez la souris apr•s injection de lÕhepcidine humaine purifiŽe[320]. Nos rŽsultats nous
font nous demander, qui de lÕhepcidine elle-m•me et/ou de la diminution du fer sŽrique a
entra”nŽ la rŽpression des g•nes endog•nes hepcidine. Dans le cas dÕune influence de
lÕhepcidine elle-m•me, il faut envisager une spŽcificitŽ dÕesp•ces, lÕhepcidine humaine
nÕŽtant pas capable de rŽprimer les g•nes hepcidine murins. Nous envisageons, afin de
rŽpondre ̂ cette question, de cultiver des hŽpatocytes primaires de souris inductibles et
dÕinduire lors de la culture lÕexpression du transg•ne, en prenant toujours comme contr™le,
des hŽpatocytes de souris contr™les traitŽs de la m•me mani•re ˆ la doxycycline. Une
rŽpression du g•ne endog•ne suite ̂  lÕinduction du transg•ne dans lÕhŽpatocyte en culture,
favoriserait lÕhypoth•se dÕun effet de rŽtrocontr™le nŽgatif de lÕhepcidine sur elle-m•me dans
un contexte ou le fer environnant ne devrait pas varier. Lorsque lÕhepcidine synthŽtique
humaine et murine sera disponible en grande quantitŽ, nous envisageons Žgalement de tester
leur activitŽ ex vivo dans des hŽpatocytes en culture primaire sur lÕexpression des g•nes
hepcidine.

Nous avons observŽ lÕinstallation dÕune anŽmie, avec diminution de tous les
param•tres hŽmatologiques ŽtudiŽs, d•s 14 jours dÕinduction continue dÕhepcidine
transgŽnique dans nos souris inductibles. Pour faire exprimer sur une longue pŽriode de
lÕhepcidine!: lÕŽquipe de T. Ganz a induit dans des souris immunodŽficientes (souris NOD-
SCID) des tumeurs par injection de cellules hŽpatomateuses porteuses dÕun transg•ne codant
pour lÕhepcidine humaine[320]. Les tumeurs produisent alors de lÕhepcidine humaine
retrouvŽe dans lÕurine des souris. Comme nous lÕavons observŽ dans nos souris, cette
production dÕhepcidine est accompagnŽe dÕune diminution significative des taux
dÕhŽmoglobine. De fa•on surprenante, lÕŽquipe de T. Ganz a observŽ cette diminution des
taux dÕhŽmoglobine uniquement lorsque les souris sont sous un rŽgime riche en fer. En
rŽgime pauvre en fer, lÕhŽmoglobine est diminuŽe dans les souris formant des tumeurs
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contr™les et les tumeurs produisant de lÕhepcidine ne diminuent pas de fa•on significative le
taux dÕhŽmoglobine par rapport aux tumeurs contr™les23[320].

Le mod•le transgŽnique que nous avons dŽveloppŽ semble donc un outil important
dans lÕŽtude des mŽcanismes dÕaction de lÕhepcidine et, en particulier, cÕest le seul mod•le
physiologique permettant dÕŽtudier lÕeffet de lÕhepcidine ˆ long terme chez lÕadulte. En effet,
on peut penser que la production de tumeurs dans un mod•le de souris immunodŽficientes
nÕest pas le mod•le idŽal pour Žtudier le mŽtabolisme du fer qui est sensible ̂  lÕŽtat
inflammatoire de lÕorganisme. Une alternative serait dÕinjecter de fa•on rŽpŽtŽe de lÕhepcidine
(purifiŽe, recombinante ou synthŽtique) tous les jours ou tous les deux jours afin de maintenir
un taux ŽlevŽ dÕhepcidine sŽrique. En effet, une injection unique dÕhepcidine diminue le fer
sŽrique durablement, jusquÕˆ 48h et lÕhepcidine humaine injectŽe est ŽliminŽe du sang dans
les 24h[321]. On ne sait pas encore si lÕapport rŽpŽtŽ dÕhepcidine par injection nÕest pas
toxique pour lÕorganisme. Enfin, lÕinjection quotidienne pourrait apporter un stress
supplŽmentaire qui pourrait se rŽpercuter sur le mŽtabolisme du fer des souris.

Notre mod•le transgŽnique inductible sera utilisŽ pour Žtudier de fa•on exhaustive
lÕexpression des g•nes du mŽtabolisme du fer par mesure des taux dÕARNm et de protŽines.
La comparaison des souris induites ̂  court ou bien long terme nous donnera peut-•tre des
indices supplŽmentaires sur lÕeffet de lÕhepcidine dans ses organes cibles. On peut imaginer
que lÕhepcidine agisse ̂  diffŽrents niveaux de rŽgulation (transcriptionnel, post-
transcriptionnel, traductionnel, post-traductionnel) ou sur des cibles molŽculaires diffŽrentes
(dÕabord la ferroportine puis dÕautres cibles molŽculaires par exemple) ̂ court terme et long
terme. De plus, lÕŽtude comparative des souris inductibles Hepc1 et des souris KO Hepc1
rŽcemment dŽveloppŽes dans le laboratoire (voir Ç!RŽsultats complŽmentaires!È) nous
permettra peut-•tre dÕidentifier de nouvelles cibles de lÕhepcidine en utilisant par exemple les
puces ˆ ARN ou la protŽomique.

Nous avons montrŽ pour la premi•re fois, que lÕexpression dÕhepcidine transgŽnique
dans une souris Hfe-/- Žtait capable dÕentra”ner un changement de distribution du fer. Les
souris Hfe-/- accumulent le fer dans les hŽpatocytes et prŽsentent une dŽficience en fer des
macrophages du foie et de la rate. Apr•s induction de lÕhepcidine, on observe une rŽtention du
fer dans les macrophages et les entŽrocytes que lÕon peut attribuer ̂  une diminution de la
ferroportine dans ces cellules. Il semble Žgalement que le fer est diminuŽ dans les hŽpatocytes
des souris inductibles Hfe-/- par rapport aux souris Hfe-/-. En effet, si lÕon compare les souris
Hfe-/- avec les souris inductibles Hfe-/-, le dosage du fer total du foie ne bouge pas avec
lÕexpression du transg•ne hepcidine, mais le fer augmente dans les macrophages, on peut
donc penser que les hŽpatocytes de souris inductibles Hfe-/- contiennent moins de fer que
ceux des souris Hfe-/-. De fa•on surprenante, Rivera et al. observent que le fer hŽpatocytaire
des souris formant des tumeurs produisant de lÕhepcidine est augmentŽ. Les auteurs de cet
article concluent que lÕhepcidine a entra”nŽ la rŽtention de fer dans les hŽpatocytes
probablement par diminution de la ferroportine. Nous avons mesurŽ la ferroportine dans nos

                                                
23 Le laps de temps entre la formation des tumeurs chez les souris et les mesures de fer sŽrique,

hŽpatique, splŽnique et hŽmatologiques nÕest pas prŽcisŽ dans lÕarticle citŽ.
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souris et nÕavons pas ŽtŽ capables de la dŽtecter dans les hŽpatocytes de souris inductibles. De
plus nous observons que le fer a pu sortir des hŽpatocytes apr•s induction de lÕhepcidine
transgŽnique. Nous pensons donc que la ferroportine nÕest pas impliquŽe dans cet export mais
quÕil pourrait exister une autre protŽine permettant au fer de sortir de lÕhŽpatocyte lorsque les
demandes de lÕorganisme sont accrues. La crŽation rŽcente de souris KO ferroportine avec
dŽlŽtion du g•ne spŽcifiquement dans lÕhŽpatocyte semble montrer que lÕabsence de
ferroportine entra”ne une accumulation du fer dans les hŽpatocytes et sugg•re donc que la
ferroportine est essentielle ˆ lÕexport du fer hŽpatocytaire[75]. Il serait intŽressant de faire, par
exemple, des saignŽes ˆ ces souris afin de voir si en situation dÕŽrythropo••se augmentŽe le
fer nÕest toujours pas capable de sortir des hŽpatocytes en absence de ferroportine.

LÕaccumulation du fer dans les macrophages plut™t que dans les hŽpatocytes est
souvent associŽe en clinique humaine ̂ un moindre risque de complications hŽpatiques. Ainsi,
certains patients atteints dÕhŽmochromatose par mutation du g•ne codant pour la ferroportine
(SLC40A1) accumulent le fer dÕabord dans les macrophages puis dans les hŽpatocytes[308].
Ces patients dŽveloppent rarement les fibroses et carcinomes observŽs chez les patients ayant
une mutation dans le g•ne HFE[412]. On peut ainsi penser que le changement de distribution
du fer observŽ dans les souris Hfe-/- suite ̂  lÕexpression du transg•ne hepcidine, sÕil est
reproduit chez lÕhomme, pourrait avoir un effet bŽnŽfique sur lÕŽtat gŽnŽral du patient.
DÕautant plus que, contrairement ̂ ce qui est observŽ chez les patients porteurs dÕune
mutation de SLC40A1[53], les souris inductibles Hfe-/- retiennent du fer dans les entŽrocytes.
Ce fer Žtant probablement perdu lors de lÕexfoliation des entŽrocytes dans la lumi•re
intestinale, la rŽtention du fer dans les entŽrocytes des souris inductibles Hfe-/- entra”nerait
une diminution de lÕentrŽe de fer dans le sang. Nos rŽsultats sugg•rent donc, quÕen plus de
changer la distribution du fer dans les souris Hfe-/-, lÕhepcidine transgŽnique diminue
lÕabsorption intestinale totale du fer.

Nous apportons ainsi pour la premi•re fois un espoir de traitement alternatif pour les
patients atteints dÕhŽmochromatose liŽe ˆ HFE. En effet, cette maladie est souvent
diagnostiquŽe tardivement, une fois que la surcharge en fer a dŽjˆ perturbŽ les fonctions
endocriniennes ou cardiaques. Ainsi, si lÕhepcidine est capable de modifier la distribution du
fer en rŽduisant sa toxicitŽ et de limiter lÕentrŽe de fer dans lÕorganisme, elle pourrait •tre une
alternative efficace aux saignŽes couramment utilisŽes pour traiter les patients et qui peuvent
•tre mal tolŽrŽes par certains patients.
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Abstract 

We report the generation of a tetracycline-regulated (Tet ON) transgenic mouse model 

for acute and chronic expression of the iron regulatory 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-limited erythropoiesis, respectively. This clearly 

establishes the key role of hepcidin in regulating the extracellular iron concentration. We 

previously demonstrated that, when expressed early in fetal development, constitutive 

transgenic hepcidin expression prevented iron accumulation in an Hfe-/- mouse model of 

hemochromatosis. We now explore the effect of chronic hepcidin expression in adult Hfe-/- 

mice that have already developed liver iron overload. We demonstrate that induction of 

chronic hepcidin expression in two month old Hfe-/- mice alters their pattern of cellular iron 

accumulation, leading to increased iron in tissue macrophages and duodenal cells but less iron 

in hepatocytes. This hepcidin-induced changes in the pattern of cellular iron accumulation are 

associated with decreased expression of the iron exporter ferroportin in macrophages but no 

detectable alteration of ferroportin 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 deleterious as it 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 maintain iron homeostasis. Hepcidin is a 25 amino acid 

peptide synthesized by the liver, secreted into the bloodstream and excreted by the kidney 1,2. 

Hepcidin expression is increased in iron overload 3 and decreased in iron deficiency 4,5. 

Hepcidin-deficient mice accumulate iron in parenchymal cells with sparing of the 

reticuloendothelial system 6 and conversely, transgenic mice constitutively expressing 

hepcidin have markedly lower iron stores resulting in severe anemia 7. In humans, the 

important physiological role of hepcidin was demonstrated by the identification of 

homozygous mutations of the hepcidin gene in patients with juvenile hemochromatosis 8, a 

severe iron overload  disorder characterized by increased intestinal iron absorption, increased 

serum iron and deposition of excess iron in parenchymal 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 and macrophage iron release. Recent studies 

indicate that, to achieve this function, hepcidin binds to ferroportin 9, a transmembrane iron 

transporter necessary for iron export out of intestinal epithelial cells and macrophages 10. 

Hepcidin binding induces internalization of ferroportin and its subsequent degradation 9.  

In humans, hepcidin dysregulation was demonstrated in two phenotypically opposite 

iron disorders, hereditary hemochromatosis (HH) and the anemia of inflammation (also 

referred to as the anemia of chronic disease). Hepcidin production was reported to be deficient 

in patients with HH attributable to mutations in HFE, TFR2 or HJV 11-13, thus explaining their 
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persistently increased iron absorption in the face of iron overload. In contrast, excessive 

hepcidin production was reported in patients with inflammatory and infectious disorders 

associated with the anemia of inflammation 14,15. 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 

metabolism 16-19. In these models, hepcidin deficiency correlated 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 synthesis 20. Due 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 hepcidin production late in gestation, when the 

endogenous hepcidin gene is not detectably expressed. To circumvent the early effects of 

hepcidin, we developed a conditional transgenic mouse model using a tetracycline-dependent 

inducible system (Tet ON) 21. 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 hemochromatosis (Hfe-/- 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 Laboratory Animals. Animals were maintained in 

a temperature- and light-controlled environment and were given free access to tap water and 

standard laboratory mouse chow (AO3, iron content 280 mg/kg, UAR, France). Only male 

mice were used in this study. 

Generation of transgenic mice 

Null Hfe-deficient mice (Hfe-/- mice) have been described previously 22. Full-length 

murine Hepc1 cDNA was amplified using the forward primer 5’-

GGGGGATATCAGGCCTCTGCACAGCAGAACAGAAGG-3’ and the reverse primer 5’-

GGGGGATATCAGGCCTCTATGTTTTGCAACAGATACC-3’. The Hepc1 PCR fragment 

was subcloned into the Ptetbi-1 plasmid (Clontech) containing a minimal CMV promoter 

regulated by a tet operator sequence, tetO, which is responsive to the regulatory rTA 

transactivator. The construct was confirmed by DNA sequence analysis. The 3.4-kbp tetO-

Hepc1 transgene was separated from the plasmid sequence by digestion with AseI and used 

for pronuclear microinjection. rTALAP-1 mice, in which rTA is driven by the liver activator 

protein (LAP) promoter, were previously described 23. Both transgenic lines (tetO-Hepc1 and 

rTALAP-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 (either tetO-Hepc1 or rTALAP-1) were 

used as controls as they do not express transgenic hepcidin. Mice harboring both transgenes 

(tetO-Hepc1/rTALAP-1 mice), referred to as “inducible mice”, expressed transgenic hepcidin 
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after doxycycline treatment. 

Inducible mice were crossed with Hfe-/- mice, to generate inducible/Hfe+/- mice (i.e. 

tetO-Hepc1/rTALAP-1/Hfe+/- mice). Inducible/Hfe+/- mice were then intercrossed to generate 

inducible/Hfe-/- mice (i.e. tetO-Hepc1/rTALAP-1/Hfe-/- mice). In this set of experiments 

littermates with tetO-Hepc1/Hfe+/-, rTALAP-1/Hfe+/-, tetO-Hepc1/Hfe+/+ or rTALAP-1/Hfe+/+ 

genotypes were considered controls and animals with tetO-Hepc1/Hfe-/- and rTALAP-1/Hfe-/- 

genotypes were considered Hfe-/- mice. 

Genotyping of transgenic mice by PCR analysis and Southern blotting 

Southern blot genotyping of tetO-Hepc1 mice was done as described 7. AseI-digested 

DNA was electrophoresed, transferred to a nylon membrane (Hybond-N, Amersham 

Pharmacia), and hybridized with a probe corresponding to the 3.4-kbp AseI fragment of the 

tetO plasmid. The probe was labeled with [32P]dCTP by random priming with a 

commercially available kit (Megaprime DNA labeling systems, Amersham Pharmacia). 

Genomic DNA (0.5–1 �Pg) was used in 50-�Pl PCR reactions. The tetO-Hepc1 

transgene was amplified using forward primer 5’-CGTGCTAGCGCGGCCTCGAC-3’ 

(annealing to a sequence in multicloning site I of the Ptetbi-1 plasmid) and reverse primer 5’-

AACAGATACCACACTGGGAA-3’ (annealing in Hepc1 cDNA). The PCR was performed 

for 34 cycles (40 s at 94°C, 40 s at 60°C and 40 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. A 297-bp-specific 

product corresponded to the tetO-Hepc1 transgene. The rTALAP-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. PCR reactions were carried out in 20 mM Tris HCl 

(pH 8.4), 50 mM KCl, 0.05% W-1, 2 mM MgCl2, 0.2mM each dNTP, 0.2 µM of each primer, 
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and 4 units of Taq 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. Finally, Hfe genotyping was performed using primers specific for 

the wild-type Hfe allele (forward 5’-TTCTTTAGATAGCCTCTCAC-3’ and reverse 5’-

GTGGCGAGTCACTTTCACCA-3’) and the targeted Hfe allele (forward 5’-

AGTTGGGAGTGGTGTCCGA-3’ and reverse 5’-CTAGCTTCGGCCGTGACG-3’), 

resulting in 502 bp and 190 bp products, respectively. The PCR was performed for 40 cycles 

(30 s at 94°C, 56 s at 56°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. 

Doxycycline administration 

Doxycycline, a derivative of tetracycline, is the substance of choice for the induction 

of the Tet ON system. Mice of all genotypes were treated with doxycycline. For short-term 

induction, doxycycline hydrochloride (Sigma-Aldrich, Lyon, France) was freshly dissolved in 

0.9% NaCl at a final concentration of 4 mg/ml and filter-sterilized prior to intraperitoneal (IP) 

injection. A dose of 2 mg of doxycycline was given once to each mouse. 

For long-term induction, doxycycline hydrochloride (2 mg/ml final concentration) and 

sucrose (3% final concentration) were dissolved in distilled sterile water and administered ad 

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 

(CapijectTM 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, Illkirch, 

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 described 6,24. 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-Adv/Hepc1 6. 

Iron measurements 

Quantification of serum or liver iron content was performed as previously described 

by Torrance and Bothwell 25 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 slides and stained with Prussian blue and nuclear red 

counterstain using standard procedures. For Perls 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride 

(DAB) staining, tissue sections were incubated for 20 min in 1% H2O2 in 0.1M PBS, 

immersed in Perls solution (1:1, 2% HCl and 2% potassium ferrocyanide) at room 

temperature for 30 min and then incubated for 10 min in 0.015% H2O2 in DAB.  

Immunoblotting 

Microsomal and cytosolic fractions from frozen tissues of 3 month old mice were 

prepared as previously described 16. Twenty µg of cytosolic protein solubilized in 1X 

Laemmli buffer and incubated for 30 min at room temperature (RT), or 20 to 50 µg of 

microsomal protein solubilized in 1X Laemmli buffer and incubated for 5 min at 100°C was 

electrophoresed by SDS PAGE and transferred to PVDF 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 described 16,18 and rabbit polyclonal anti-mouse L-ferritin 

antibody was a kind gift from P. Santambrogio and S. Levi 26. Antibodies were diluted in 

blocking solution as follows: anti-mouse ferroportin: 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 fixed in 4% formaldehyde. Paraffin 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 controlling hepcidin expression 

To inducibly express transgenic hepcidin we 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 mice, Hepc1 cDNA controlled by the tet operator (tetO-

Hepc1 transgene) was transferred into mice by pronucleus injection and 11 potential founder 

animals carrying the transgene were generated. To select for the best trans-responder line, the 

tetO-Hepc1 mice were crossed with rTALAP-1 mice (previously described, see ref. 23), 

harboring the coding sequence of the tetracycline-dependent transactivator under the control 

of a liver-specific promoter (LAP). The mothers 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 of the Hepc1 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 transgenic Hepc1 

mRNA expression. This line was selected for further study.  

Short-term induction of transgenic hepcidin causes hypoferremia 

Short-term expression of transgenic hepcidin was induced in two month old inducible 

mice (i.e. double transgenic mice harboring both tetO-Hepc1 and rTALAP-1 transgenes) by a 

single IP injection of doxycycline. Mice were sacrificed 3, 6, 9 or 18 hours after injection. 

Liver hepcidin mRNA levels were assessed by Northern blot and serum iron was determined. 

As shown in Figure 1B, transgenic hepcidin mRNA (Thepc, distinguished from endogenous 

hepcidin mRNA by its longer �E-globin 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 



11/25 

beginning after 6 hours and lasting up to 18 hours (Figure 1C). Of interest, expression of 

endogenous hepcidin was repressed 3 hours after serum iron decreased (i.e., 9 hours after 

injection of doxycycline). 

Long-term induction of transgenic hepcidin results 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 detected in the livers of the inducible mice (Figure 

2A). As a consequence, these mice developed iron-restricted 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 hepcidin 7. To assess the time course of the development of anemia in 

inducible mice, blood was sampled and analyzed at different 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 least three weeks. The effect of a 2-week doxycycline 

course was reversible, with red cell and hemoglobin levels returning to control values 10 days 

after doxycycline withdrawal (not shown).  

Transgenic hepcidin induces altered pattern of iron distribution in Hfe-/- mice  

We next asked whether hepcidin-induced iron depletion might alter the pattern of 

cellular iron accumulation seen in hereditary hemochromatosis. To this end, inducible mice 

were crossed with Hfe-/- mice. Inducible/Hfe+/- offspring were intercrossed to yield 

inducible/Hfe-/- mice (i.e., mice harboring both tetO-Hepc1 and rTALAP-1 transgenes and with 
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Hfe-/- genotype). Two month old animals (control, Hfe-/- and inducible/Hfe-/- mice) were given 

doxycycline in their drinking water for three weeks.  

As compared to control mice, Hfe-/- mice had increased serum iron levels (43 ± 3 

�Pmol/l in Hfe-/- mice, n=3 vs 30 ± 9 in control mice, n=5; p = 0.05), increased liver iron 

content (471 �r 166 µg iron/g of wet tissue in Hfe-/- mice, n= 3 vs 127 �r 33 in control mice, n= 

6; p = 0.0012) and concomitant accumulation of liver L-ferritin proteins (as assessed by 

immunoblot, Figure 3B). Ferritin levels in the spleens of Hfe-/- mice were, as in control mice, 

at the limit of detection. Finally, as previously reported 11,20,27,28, hepatic endogenous hepcidin 

mRNA levels were inappropriately low relative to the iron burden in Hfe-/- mice (Figure 3A). 

High levels of transgenic hepcidin mRNA were detected in inducible/Hfe-/- mice; 

endogenous hepcidin mRNA was undetectable (Figure 3A). Similar to inducible transgenic 

mice with wild type Hfe alleles, inducible/Hfe-/- mice had severe hypoferremia (5 �r 2.5 µmol/l 

in inducible/Hfe-/- mice, n = 5 vs 43 �r 3µmol/l in Hfe-/- mice, n = 5; p < 0.0001) and 

developed signs of iron-restricted erythropoiesis. Surprisingly, total liver non-heme iron 

content and liver L-ferritin protein levels were similar in mice of both genotypes (472 �r 166 

µg iron/g of wet tissue in inducible/Hfe-/- mice, n= 5 vs 485 �r 169 in Hfe-/- mice, n= 5) (Figure 

3B). However, Perls staining of liver sections indicated that, although total liver iron content 

was unchanged, induction of hepcidin in inducible/Hfe-/- mice resulted in an altered pattern of 

cellular iron accumulation. Indeed, while iron was primarily detected in hepatocytes of Hfe-/- 

mice, iron was predominantly found in tissue macrophages (Kupffer cells) in inducible/Hfe-/- 

mice (Figure 4A, c vs a). Similarly, splenic macrophage iron content was increased in 

inducible/Hfe-/- mice as shown by increased splenic L-ferritin 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 hepcidin 9, we examined ferroportin expression in 

inducible/Hfe-/- mice using immunoblotting and immunohistochemistry. In the livers of 

control mice, ferroportin is normally expressed at low levels (Figure 3B). Its expression was 

increased in the livers of Hfe-/- mice, due to enhanced expression of ferroportin in Kupffer 

cells (Figure 4B a). The sustained expression of hepcidin in the inducible/Hfe-/- mice leads to 

a decrease in ferroportin in Kupffer cells as observed by both immunoblot analysis and 

immunohistochemistry (Figure 3B and Figure 4B, c vs a). Ferroportin expression varied in a 

similar fashion in splenic macrophages, with increased levels in Hfe-/- mice and decreased 

levels in inducible/Hfe-/- mice (Figure 3B and Figure 4B, d vs b).  

To assess the effect of transgenic hepcidin expression on intestinal iron absorption, 

Perls DAB staining and ferroportin immunodetection were used to evaluate the duodenum of 

Hfe-/- and inducible/Hfe-/- mice. 

While ferroportin was clearly detected at the basolateral membrane of the absorptive 

enterocytes lining the intestinal villi of the Hfe-/- mice, a marked decrease in the amount of 

ferroportin was observed in inducible/Hfe-/- mice (Figure 4C, a vs c). Concomitantly, there 

was a strong increase in the amount of stainable iron present in duodenal enterocytes in 

inducible/Hfe-/- mice as compared to Hfe-/- 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 effect of 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 hepcidin in vivo 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 29. The delay in decreased serum iron observed in our model is likely explained 

by the time needed for transactivation, transcription, and processing of hepcidin prior to its 

secretion in the bloodstream. The rapid effect of hepcidin 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-induced hypoferremia lasted at least 18 hours after a 

single dose of inducing drug in our transgenic model, a time course effect which is compatible 

with that reported by Rivera et al. using human radiolabeled hepcidin 29.  

The mechanism of regulation of hepcidin gene expression in response to iron status is 

not yet known. It was recently proposed that circulating diferric transferrin may directly 

regulate hepcidin gene expression and that transferrin receptor 2 (TFR2) is responsible for 

homeostatic iron sensing by the liver (reviewed in ref. 30). Our observation that endogenous 

hepcidin gene expression was decreased 3 hours after serum 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 these conditions, 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 treatment. These characteristics are reminiscent of 

anemia of inflammation (also referred to as anemia of chronic disease) as already discussed 

by Rivera et al. 31. These authors reported that mice implanted with tumor xenografts 

engineered to overexpressed human hepcidin developed severe anemia 31. However, 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 inducible/Hfe-/- mice. 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 diet 31.  

We previously reported that hepcidin could prevent iron overload in HFE-associated 

hemochromatosis by crossing transgenic mice constitutively expressing hepcidin TTR-Hepc1 

mice with Hfe-/- mice 20. 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, hemochromatosis remains substantially under-diagnosed and, if 

untreated, can cause serious illness with complications including liver cirrhosis, fibrosis and 

hepatocellular carcinoma. It could be advantageous 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 iron deposition. 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 degradation. The link between ferroportin and 

hepcidin was first established by Nemeth et al., who demonstrated ex vivo that hepcidin was 
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able to bind to ferroportin, thereby inducing internalization and degradation of ferroportin, 

resulting in decreased export of cellular iron 9. This finding has been replicated in several 

transfected cell lines 31-2,33 and, more recently, in bone marrow-derived macrophages 

expressing endogenous ferroportin 34. In this study, we observed iron retention in splenic 

macrophages and enterocytes of Hfe-/- mice induced to express hepcidin, providing further 

evidence that hepcidin-induced ferroportin degradation explains the pleiotropic effects of 

hepcidin in the regulation of iron homeostasis in vivo. 

The altered pattern of iron distribution in Hfe-/- 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 different from normal in either case 16 ,17. It is tempting to speculate that 

hepatocyte iron egress is governed by a hepcidin-ferroportin independent pathway. 

Alternatively, there may be distinct mechanisms for regulating ferroportin expression and/or 

activity in hepatocytes. However, ferroportin protein is 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 transgene is reminiscent of the clinical features 

of patients with autosomal dominant iron overload due to pathogenic mutations in the 

ferroportin gene (reviewed in ref. 35). In most cases, ferroportin mutations result in loss of 

protein function. Patients typically present with increased iron deposition in Kupffer cells 

(rather than hepatocytes) and low serum transferrin saturation. Some do not tolerate 

phlebotomy and develop a mild anemia 36-38. Furthermore, in contrast to the other forms of 

hemochromatosis associated with hepcidin deficiency, hepcidin levels are elevated in these 

patients 39. These patients rarely develop liver fibrosis or cirrhosis and they have few, if any 

Lydie
Barrer
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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 tolerated 40. Based on these observations, 

we speculate that the altered pattern of cellular iron distribution following hepcidin treatment 

could ameliorate hemochromatosis by reducing iron-induced damage of parenchymal cells. 

Furthermore, the hepcidin-induced down regulation of 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 which no enterocyte iron retention was observed 41.  

In conclusion, our results provide further support for the attractive hypothesis that 

hepcidin acts to decrease intestinal iron absorption 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 expressing 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 

sequence (tetO). 

B. Hepcidin mRNA levels in the livers of control mice and inducible mice (i.e. double 

transgenic mice harboring both tetO-Hepc1 and rTALAP-1 transgenes), 3, 6, 9 or 18 hours after 

a single intraperitoneal injection of doxycycline. Total liver RNA (20 µg) was fractionated by 

electrophoresis, blotted, and hybridized with hepcidin and 18S-labeled probes. A typical 

experiment is shown. 

C. Serum iron levels (�Pmol/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 both tetO-Hepc1 and rTALAP-1 transgenes) were given doxycycline in their 

drinking water for 3 weeks. Total liver RNA (20 µg) 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 parameters (arbitrarily 100). White bars indicate control 
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animals; black bars indicate inducible mice. Statistical analysis was performed using 

Student’s t-test (unpaired, two tailed): *p<0.05 n= at least 5 animals. RBC - red blood cell 

count (106/�Pl); HGB- hemoglobin (g/dl); HCT - hematocrit (%); MCV - mean cell volume 

(fl). 

Figure 3. Characterization of mice carrying the 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 (cont), Hfe-/- and inducible/Hfe-/- mice (ind/ 

Hfe-/-, i.e., mice harboring both tetO-Hepc1 and rTALAP-1 transgenes and with Hfe-/- genotype) 

treated for 3 weeks with doxycycline. Total liver RNA (20 µg) 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 ind/Hfe-/- mice treated for 3 weeks with doxycycline. 

Anti-mouse L-ferritin antibody was used to probe 20 µg of hepatic (upper panel) or splenic 

(lower panel) cytosolic extact. Anti-mouse ferroportin antibody was used to probe 50 µg of 

hepatic (upper panel) or 20 µg splenic (lower panel) microsomal extract. 

Molecular weight markers (kDa) are 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 the inducible 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 ferroportin immunodetection (B.) using anti-mouse 

ferroportin antibody of liver (a and c; original magnification x40 in A., and x20 in B.) and 

spleen (b and d; original magnification x10) sections from Hfe-/- (a and b) and ind/Hfe-/- mice 

(i.e., mice harboring both tetO-Hepc1 and rTALAP-1 transgenes and with Hfe-/- genotype) (c 

and d). Non-heme iron stains blue. The liver iron content for each animal is shown. 

C. Duodenum (original magnification x20) was stained for iron (b and d, Perls DAB staining, 

non-heme iron stains brown) and ferroportin immunodetection (a and c) in Hfe-/- (a and b) and 

in ind/Hfe-/- mice (i.e., mice harboring both tetO-Hepc1 and rTALAP-1 transgenes and with 

Hfe-/- genotype) (c and d).  
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RŽsultats complŽmentaires!: CaractŽrisation dÕun mod•le de souris

invalidŽes pour le g•ne Hepc1

Lesbordes-Brion JC, Viatte L, Lou DQ, Bennoun M, Houbron C, Hamard G, Kahn A and
Vaulont S. Targeted disruption of hepcidin1 gene results in severe hemochromatosis,

manuscrit en prŽparation

Introduction

Comme nous lÕavons vu prŽcŽdemment, nous disposions au laboratoire du mod•le KO
Usf2 ayant un dŽficit fonctionnel en Hepc1 et Hepc2[280]. Ces souris ont une surcharge
martiale multiviscŽrale et une dŽficience en fer des macrophages. Le dŽficit en Usf2 dans ces
souris entra”ne Žgalement une forte lŽtalitŽ pŽrinatale limitant les analyses.

Nous avons entrepris au laboratoire de gŽnŽrer des souris KO Hepc1 et KO Hepc2 afin
de dŽterminer les r™les respectifs de ces deux g•nes hepcidine chez la souris, de disposer dÕun
mod•le dÕŽtude de lÕhŽmochromatose liŽe ̂  un dŽfaut dÕhepcidine et plus gŽnŽralement pour
Žtudier les mŽcanismes dÕaction de lÕhepcidine.

Des deux g•nes Hepc1 et Hepc2, cÕest le g•ne Hepc1 qui est le plus proche du g•ne
HAMP humain. Nous avons vu que le g•ne Hepc1 est capable, ̂ lui seul, lorsquÕil est
surexprimŽ, dÕentra”ner lÕapparition dÕune anŽmie[281, 370] (voir Ç!Article 3!È) et de
prŽvenir[284] (voir Ç!Article 1!È) et peut-•tre guŽrir[370] (voir Ç!Article 3!È) la surcharge en
fer dÕune hŽmochromatose HFE-dŽpendante. Pour ces raisons, nous avons gŽnŽrŽ dans un
premier temps les souris KO Hepc1. Pour invalider le g•ne Hepc1, la stratŽgie utilisŽe a ŽtŽ de
remplacer la plupart du g•ne Hepc1 (les deux premiers exons et une partie de lÕexon 3) par
une cassette de sŽlection ̂ lÕhygromycine insŽrŽe dans le g•ne par recombinaison homologue
dans des cellules ES 129 (Figure 44A). Les clones recombinŽs ont ŽtŽ identifiŽs par Southern
blot et PCR. Les souris m‰les chim•res (issus du transfert de ces cellules ES modifiŽes dans le
blastocyste de souris C57BL6) ont ŽtŽ croisŽs avec des souris femelles C57BL/6. La
transmission de lÕall•le recombinŽ a ŽtŽ vŽrifiŽe par analyse PCR et les souris Hepc1+/- ont
ŽtŽ croisŽes entre elles pour obtenir des souris Hepc1-/-. CÕest la caractŽrisation de ces souris
Hepc1-/- que je vais vous prŽsenter.

RŽsultats

Les souris Hepc1-/- issues des croisements entre Hepc1+/- ont ŽtŽ sacrifiŽes ̂ 2, 3, 4, 6
et 8 mois apr•s pesŽe pour analyse des param•tres hŽmatologiques, de divers dosages
sŽriques, et contenu en fer des organes.

Nous avons vŽrifiŽ dans un premier temps que lÕinsertion de la cassette a conduit ̂
lÕinvalidation du seul g•ne Hepc1 sans perturbation des g•nes Usf2 et Hepc2 par RT-PCR sur
les ARN de foie des souris Hepc1-/- (rŽsultats non montrŽs). LÕŽtude du nombre de souris
‰gŽes de 10 jours montre que, contrairement aux souris Usf2-/-, les souris Hepc1-/- ne
prŽsentent pas de lŽtalitŽ pŽrinatale (Figure 44B). Les souris Hepc1-/- se dŽveloppent
normalement, sans perte de poids, exceptŽ ˆ lÕ‰ge de 8 mois (Figure 44C).
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Figure 33" Cr$ation de la souris knock'out Hepc!  : survie et poids
A" Sch$ma de la strat$gie utilis$e pour invalider le g%ne Hepc! " HYGRO : cassette de s$lection
hygromycine ; FH : fragment d#homologie" H : site de restriction Hind III" B : site de restriction BamHI
B" Nombre d#animaux de !: jours issus du croisement entre souris Hepc!@;'"
C" Courbe de poids  des souris KO Hepc!" *  : pG :&:4 Hepc!';' vs Hepc!@;? de m*me ?ge" n E au moins
6 animaux par ?ge et par g$notype"

Les param•tres hŽmatologiques des souris Hepc1-/- tendent ̂ augmenter entre 2 et 4
mois de vie puis reviennent ˆ la normale comparŽes aux souris contr™les (Figure 45A).

Les souris Hepc1-/- ont plus de fer sŽrique que les souris contr™les d•s lÕ‰ge de 2 mois
et le fer sŽrique reste ŽlevŽ chez les souris Hepc1-/- plus ‰gŽes (Figure 45B). LÕaugmentation
de la ferritine sŽrique est observŽe chez les souris Hepc1-/- de 3 mois et la ferritine sŽrique
augmente fortement chez les souris Hepc1-/- avec lÕ‰ge (Figure 45B, Žchelle logarithmique).
De m•me, le dosage du fer hŽpatique montre une accumulation rapide du fer dans le foie des
souris Hepc1-/- d•s lÕ‰ge de 2 mois (Figure 45B). Le fer hŽpatique des souris KO Hepc1
continue dÕaugmenter avec lÕ‰ge et, ̂  8 mois, les souris Hepc1-/- ont presque 25 fois plus de
fer que les souris contr™les (Figure 45B).
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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 
(!: 6;µl); 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$notype" *  : p G :&:4 ; **  : p G
:&:!"
B" Fer s$rique (µmol;l)& ferritine s$rique (ng;ml)& fer h$patique (µg de fer ; g de tissu humide)" En
abscisses est figur$ l#?ge des souris en mois" nE au moins 3 animaux par ?ge et par g$notype" *  : p G
:&:4 ; **  : p G :&:! ; ***  : p G :&::! ; ****  : p G :&:::!"

Afin de dŽtecter la prŽsence de fer dans le foie et les autres tissus des souris KO
Hepc1, nous avons colorŽ au Perls des coupes de ces organes. Nous avons observŽ, comme
dans les souris Usf2-/-, une accumulation massive de fer dans le foie et le pancrŽas des souris
Hepc1-/- et une dŽficience en fer de la rate (Figure 46A). Dans le pancrŽas, le fer sÕaccumule
prŽfŽrentiellement dans le pancrŽas exocrine d•s lÕ‰ge de 2 mois puis dans les ”lots de
Langherans dans les souris de 4 mois (Figure 46A). Nous avons Žgalement dŽtectŽ du fer dans
le cÏur, les poumons, le rein, le muscle squelettique et le cerveau (rŽsultats non montrŽs).

De fa•on surprenante, alors que le fer des souris hŽmochromatosiques et des patients
atteints dÕHH sÕaccumule dÕabord autour des espaces portes du foie, nous avons observŽ dans
les souris Hepc1-/- une accumulation du fer prŽfŽrentiellement autour de la veine
centrolobulaire (Figure 46B). En effet, il est admis que la surcharge martiale de
lÕhŽmochromatose primaire est due ̂  une hyperabsorption intestinale du fer. Or, le fer
provenant de la digestion arrive au foie par la veine porte et se dŽverse par lÕespace porte.
Afin de tester la capacitŽ des hŽpatocytes pŽriportaux des souris Hepc1-/- ˆ accumuler du fer
venant de lÕalimentation, nous avons traitŽ des souris ‰gŽes de 2 mois pendant deux semaines
par un rŽgime riche en fer (2% de fer carbonyl). Comme attendu, les souris contr™les ayant
re•u un rŽgime riche en fer accumulent ce fer dans les hŽpatocytes pŽriportaux (Figure 46B).
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Dans le foie des souris Hepc1-/-, on retrouve du fer dans tout le foie, montrant ainsi que les
hŽpatocytes pŽriportaux ont ŽtŽ capables dÕaccumuler le fer du rŽgime (Figure 46B).

A

contr™le

foie rate

Hepc1 -/-

pancrŽas

PP

CL

B

PP

PP

CL

CL

(r(r ŽŽgime 2% fer gime 2% fer carbonylcarbonyl))Hepc1 -/-
Hepc1 -/-contr™le

Figure 36" Surcharge tissulaire en fer& visualis$e par la m$thode de Perls
A" Coloration de Perls sur le foie& le pancr$as et la rate de souris contr>le (Hepc!@;?) ou Hepc! ';'
?g$es de 3 mois" Grossissement de l#objectif : x!:"
B" Coloration de Perls du foie d#une souris 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 l#objectif : x!:"

Discussion

LÕensemble de ces rŽsultats montre que le mod•le KO Hepc1 reproduit les anomalies
du fer retrouvŽes dans les souris KO Usf2, confirmant le r™le primordial de la dŽficience en
hepcidine dans les souris KO Usf2 pour les perturbations du mŽtabolisme du fer. De plus, ce
phŽnotype est observŽ dans les souris KO Hepc1 alors quÕHepc2 est exprimŽ dans le foie ce
qui montre quÕHepc2 nÕest pas capable de compenser lÕabsence dÕHepc1 pour la rŽgulation du
mŽtabolisme du fer. En accord avec lÕabsence dÕanomalies de rŽpartition du fer observŽe dans
les souris TTR-Hepc2[234], ces rŽsultats sugg•rent quÕHepc2 nÕest pas essentiel ̂ la
rŽgulation du mŽtabolisme du fer. La dŽmonstration directe de cette hypoth•se viendra de
lÕŽtude des souris KO Hepc2, en cours de rŽalisation dans le laboratoire.

La surcharge massive du fer associŽe ˆ la dŽficience en fer des macrophages dans les
souris Hepc1-/- est similaire ˆ celle observŽe dans les souris KO Hjv dont les niveaux
dÕhepcidine hŽpatiques sont tr•s bas[158, 287]. Ces mod•les murins dÕinvalidation de
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lÕhepcidine et de lÕhŽmojuvŽline reproduisent les anomalies du mŽtabolisme du fer observŽes
chez les patients avec une surcharge en fer massive et prŽcoce. De fa•on intŽressante, les
souris Hepc1-/- ont une accumulation du fer prŽfŽrentiellement autour des veines
centrolobulaires. Cette accumulation de fer centrolobulaire est Žgalement retrouvŽe dans les
souris KO Usf2 jeunes, suggŽrant quÕelle est liŽe ̂  lÕabsence dÕhepcidine dans les souris
(rŽsultats non publiŽs). Il est difficile de dŽterminer si cette zonation de la surcharge martiale
est retrouvŽe chez les patients porteurs de mutation du g•ne HAMP car, dÕune part, ces
patients sont rares, et, dÕautre part, il faut pour cela faire une biopsie de foie du patient ̂  un
stade prŽcoce de la maladie. Matthes et al. rapportent toutefois que la sÏur de 24 ans dÕun
patient propositus qui poss•de comme lui lÕall•le mutŽ du g•ne HAMP (mutation dans la
rŽgion 5Õ-UTR crŽant un nouveau site AUG de dŽbut de traduction) ̂ lÕŽtat homozygote mais
pas de signes cliniques Žvidents, a une surcharge en fer hŽpatique modŽrŽe prŽdominante en
pŽriportal[246]. Dans les souris KO Hjv[158] et les patients porteurs de mutations dans ce
g•ne[171], la surcharge en fer semble pŽriportale plut™t que centrolobulaire. On peut penser
que cette diffŽrence entre les souris KO Hepc1 et les situations o• lÕhŽmojuvŽline nÕest pas
produite est due au fait que lorsque HJV est mutŽ, lÕexpression du g•ne hepcidine est
fortement rŽprimŽe, mais de lÕhepcidine est quand m•me prŽsente en faible quantitŽ alors que
dans nos souris, Hepc1 est totalement absent. Ainsi lÕhepcidine serait capable, m•me prŽsente
en faible quantitŽ, dÕinfluencer la rŽpartition du fer de lÕorganisme.

Afin de comprendre les mŽcanismes mis en jeu dans la zonation de la surcharge
martiale nous envisageons dÕŽtudier la localisation des protŽines impliquŽes dans la rŽgulation
et le transport du fer des hŽpatocytes. Peu de donnŽes existent en effet sur une Žventuelle
zonation des protŽines du mŽtabolisme du fer. Niederkofler et al.[287] ont ŽtudiŽ lÕexpression
de Hjv dans le foie en analysant lÕexpression du g•ne LacZ insŽrŽ par recombinaison
homologue dans la sŽquence codante du g•ne Hjv et ont montrŽ que ce g•ne est exprimŽ par
les hŽpatocytes pŽriportaux. Zhang et al.[407] ont Žgalement montrŽ que le g•ne codant pour
la ferroportine est exprimŽ prŽfŽrentiellement par les hŽpatocytes pŽriportaux. Nous avons
ŽtudiŽ lÕexpression des g•nes hepcidine par hybridation in situ et des premiers rŽsultats
montrent que ces g•nes sont exprimŽs dans les hŽpatocytes situŽs dans des zones ŽloignŽes
des vaisseaux (M. Bennoun et D.Q. Lou, rŽsultats non publiŽs du laboratoire), en accord avec
le signal hepcidine dŽtectŽ par hybridation in situ dans les souris sauvages par Niederkofler et
al.[287].

Enfin, lÕaccumulation graduelle massive du fer dans le foie des souris KO Hepc1 entre
2 mois et 8 mois sugg•re que lÕhepcidine est le rŽgulateur-clŽ du mŽtabolisme du fer et quÕen
son absence, il ne semble pas y avoir de mŽcanisme capable de freiner la surcharge en fer.
Ceci contraste avec ce qui est observŽ dans les souris KO Hfe qui voient leur fer hŽpatique
atteindre un plateau avec lÕ‰ge liŽ ˆ une perte de lÕhyperabsorption intestinale du fer[5].

Le mod•le KO Hepc1 est un mod•le viable dÕŽtude de lÕhepcidine qui nous permettra
par la suite, par comparaison avec les souris inductibles Hepc1[370] (voir Ç!Article 3!È),
dÕidentifier les cibles de lÕhepcidine. Ce mod•le nous servira Žgalement ˆ Žvaluer le r™le de
lÕhepcidine dans des situations subphysiologiques comme lÕinflammation ou lÕhypoxie.
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Discussion

RŽgulation par le fer de lÕhepcidine via HFE, RTf2 et HJV

$  Expression basale du(des) g•ne(s) hepcidine en absence de HFE, RTf2 et HJV

Nous avons montrŽ que les g•nes hepcidine sont exprimŽs de fa•on inappropriŽe au
regard de la surcharge en fer dans les souris KO Hfe[284] (voir Ç!Article 1!È). DÕautres
Žquipes ont dŽcrit le m•me phŽnom•ne ̂ la fois chez la souris KO Hfe[3, 30, 269] et chez les
patients atteints dÕhŽmochromatose HFE-dŽpendante[30, 116, 185, 275]. De m•me, dans les
mod•les dÕhŽmochromatose liŽe ̂  RTf2, les taux dÕhepcidine sont diminuŽs[180, 278] ou
identiques[381] par rapport aux contr™les. Enfin, dans les hŽmochromatoses sŽv•res liŽes ̂
HJV, les taux dÕhepcidine sont tr•s faibles, voire indŽtectables[158, 287, 297]. Il semble donc
que lorsque HFE, TFR2 ou HJV est mutŽ, la rŽponse de lÕhepcidine au fer est altŽrŽe.

Ces rŽsultats ont amenŽ ̂ reconsidŽrer le r™le de HFE dans le mŽtabolisme du fer et ̂
Žclaircir le r™le de RTf2 en repla•ant le centre de rŽgulation du mŽtabolisme du fer non pas au
niveau de la crypte (voir Ç!Mod•le de la crypte!È) mais au niveau du foie. Frazer et al. ont
alors proposŽ un mod•le dÕaction de HFE et RTf2 ˆ la surface de lÕhŽpatocyte pour la
rŽgulation de lÕhepcidine (Figure 47)[106]. Ce mod•le est basŽ!:

- sur la capacitŽ de HFE de se lier ˆ RTf1 au site de liaison de la Tf!;

-  sur lÕinduction du(des) g•ne(s) hepcidine lorsque HFE est libre ˆ la surface de
lÕhŽpatocyte et sur le fait que RTf1 peut ainsi lier lÕholoTf et lÕinternaliser par
endocytose!;

- sur lÕinduction du(des) g•ne(s) hepcidine apr•s interaction de RTf2 avec lÕholoTf!;

- sur le fait que les besoins en fer de lÕorganisme sont reflŽtŽs par la saturation de la
transferrine circulante.

Ainsi, selon ce mod•le, lorsque la saturation de la transferrine en fer est ŽlevŽe (Figure
47C), lÕholoTf se fixe sur RTf1 et RTf2. HFE qui est libre ˆ la surface de lÕhŽpatocyte et
RTf2-holoTf induiraient alors lÕexpression de lÕhepcidine. Ë lÕinverse, en cas de dŽficience en
fer (Figure 47B), la saturation de la transferrine est basse, lÕholoTf lie faiblement RTf1 qui
interagit alors avec HFE, et peu dÕholoTf se fixe sur RTf2. Les signaux inducteurs sont
rŽprimŽs, peu dÕhepcidine est produite. De fait quand HFE est mutŽ mais que la quantitŽ de
RTf2 nÕest pas affectŽe, de lÕhepcidine est produite par lÕhŽpatocyte. Ë lÕinverse, lorsque des
patients sont mutŽs pour le g•ne TFR2 mais que HFE est intact, on dŽtecte de lÕhepcidine
dans lÕhŽpatocyte. En revanche, lorsque les deux g•nes TFR2 et HFE sont mutŽs chez des
patients (mutation ̂  lÕŽtat homozygote pour TFR2 et mutation hŽtŽrozygote composite
C282Y/H63D pour HFE), ceux-ci prŽsentent alors une hŽmochromatose sŽv•re probablement
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associŽe ̂ une diminution importante de lÕexpression du g•ne hepcidine24[309]. Cette
hypoth•se nÕa pas encore ŽtŽ testŽe chez la souris, il serait en effet intŽressant dÕŽvaluer les
niveaux dÕhepcidine dans des souris contenant des quantitŽs variables des protŽines Hfe ou
RTf2 (souris Hfe-/- Tfr2+/-, souris Tfr2-/- Hfe+/- et souris Hfe-/- Tfr2-/-) et de corrŽler la
quantitŽ dÕhepcidine ˆ 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

LÕimportance dÕun autre signal que la saturation de la Tf reflŽtant les besoins en fer de
lÕorganisme, le RTf1 soluble, a rŽcemment ŽtŽ relevŽe par lÕŽquipe de H. Fuchs[61]. Fuchs et
al. ont montrŽ que la quantitŽ de RTfs ne dŽpendait pas uniquement de lÕactivitŽ
Žrythropo•Žtique[160] mais que lÕholoTf Žtait capable de diminuer de fa•on dose-dŽpendante
la libŽration de RTfs[61]. Il a ŽtŽ montrŽ par ailleurs que le RTfs peut se lier, comme RTf1, ̂
HFE[213]. On peut alors Žmettre lÕhypoth•se suivante!: lorsque lÕorganisme est en Žtat de
dŽficience en fer, plus de RTfs est libŽrŽ de la surface des cellules dans le sŽrum. Le RTfs se
lie ensuite ˆ HFE au niveau de lÕhŽpatocyte, rŽprimant lÕexpression du(des) g•ne(s) hepcidine.

                                                
24 Les auteurs de cet article ont dosŽ la pro-hepcidine sŽrique chez ces patients et nÕont pas trouvŽ de

diffŽrences entre les patients prŽsentant une hŽmochromatose sŽv•re et les deux patients mutŽs ̂ la fois pour les
g•nes TFR2 et HFE. Toutefois, les auteurs restent prudents sur la validation de ce dosage de pro-hepcidine
sŽrique et proposent que lÕhepcidine mature est fortement diminuŽe chez ces patients.
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Concernant la rŽgulation de lÕhepcidine par lÕhŽmojuvŽline, des travaux rŽcents ont
permis dÕavancer des hypoth•ses. Comme les autres protŽines de la famille RGM,
lÕhŽmojuvŽline membranaire serait capable dÕinteragir avec la nŽogŽnine et cette interaction
semble importante pour lÕaccumulation du fer liŽe ̂  la prŽsence dÕhŽmojuvŽline ˆ la surface
cellulaire[408]. De plus, la mutation la plus souvent retrouvŽe parmi les patients atteints
dÕhŽmochromatose juvŽnile, la mutation G320V, emp•che lÕinteraction entre HJV et
nŽogŽnine et lÕaccumulation du fer dans la cellule[408]. Toutefois, lÕabsence dÕaccumulation
du fer observŽe observŽe par Zhang et al. lorsque HJV(G320V) est surexprimŽ dans des
cellules est surprenante puisque lÕon observe une surcharge en fer des hŽpatocytes chez les
patients porteurs de la mutation. Le r™le de HJV dans le transport de fer reste donc ̂  Žlucider.
La nŽogŽnine est capable dÕinteragir avec une grande variŽtŽ de ligands[245], on peut
supposer alors que, dans le foie, de tels ligands puissent exister et Žventuellement moduler
lÕinteraction HJV-nŽogŽnine. Des travaux menŽs par lÕŽquipe de T. Ganz en collaboration
avec la sociŽtŽ Xenon genetics ont par ailleurs mis en Žvidence un r™le majeur de la forme
soluble dÕHJV dans la rŽgulation de lÕhepcidine[230]. Ils ont observŽ la diminution de la
quantitŽ de formes solubles prŽsentes dans le surnageant de culture de lignŽes hŽpatiques en
prŽsence de fer. De fa•on surprenante, alors que lÕinactivation par siRNA de lÕhŽmojuvŽline
entra”ne une diminution des taux dÕARNm hepcidine, le traitement de ces cellules par la
forme soluble dÕHJV entra”ne Žgalement la diminution des taux dÕhepcidine. Les auteurs
proposent un mod•le dÕaction de lÕhŽmojuvŽline pour rŽguler le g•ne hepcidine faisant
intervenir les deux formes dÕHJV(Figure 48) basŽ sur les hypoth•ses suivantes!:

- la forme membranaire entra”ne lÕinduction de lÕhepcidine!;

- la forme soluble rŽprime lÕexpression du(des) g•ne(s) hepcidine et sa quantitŽ est
diminuŽe en prŽsence de fer.

Il semblerait quÕen situation de surcharge en fer (Figure 48C), la forme soluble est pas
ou peu produite. Le signal inducteur provoquŽ par la prŽsence dÕHJV membranaire ̂ la
surface des hŽpatocytes entra”nerait alors une production importante dÕhepcidine. La sociŽtŽ
Xenon genetics qui a participŽ ̂ lÕŽtude sur la rŽgulation de lÕhepcidine par la forme soluble
de lÕhŽmojuvŽline envisage dÕutiliser celle-ci afin de diminuer les taux dÕhepcidine souvent
trop ŽlevŽs chez les patients atteints dÕanŽmie chronique inflammatoire.
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Figure 38" Mod%le de r$gulation de l#hepcidine par HJV au niveau de l#h$patocyte

Ces mod•les de rŽgulation de lÕhepcidine par HFE/RTf2 et HJV semblent coexister
dans lÕorganisme, il reste donc ̂  dŽterminer sÕil existe une interrelation entre les deux types
de rŽgulation!: existe-t-il une interaction molŽculaire entre HFE, RTf2 et HJV ou entre les
Žventuelles voies de signalisation intracellulaires mŽdiŽes par ces protŽines!? De plus,
lÕabsence dÕhŽmojuvŽline entra”ne une diminution drastique lÕhepcidine, contrairement ̂ ce
que lÕon observe en absence de HFE ou RTf2. Dans ce cas, ̂ quoi est due la prŽdominance du
signal mŽdiŽ par HJV par rapport ˆ celui mŽdiŽ par HFE et RTf2!?

$  Quelle forme de fer et quel type cellulaire sont impliquŽs dans lÕinduction de
lÕhepcidine!?

Les mod•les de rŽgulation de lÕhepcidine proposŽs ne font intervenir quÕun seul type
cellulaire, lÕhŽpatocyte. Or nous avons vu que les hŽpatocytes en culture ne sont pas capables
de reproduire lÕinduction par le fer de lÕhepcidine retrouvŽe in vivo. Des expŽriences utilisant
diverses drogues pour dŽplŽter des souris de leurs macrophages hŽpatiques ont montrŽ que
ceux-ci ne semblent pas avoir de r™le essentiel dans la rŽgulation par le fer de
lÕhepcidine[235, 267, 353]. NŽanmoins, Makui et al.[242] proposent un r™le de rŽgulation de
lÕhepcidine par la protŽine Hfe produite par des macrophages dŽrivŽs de moelle osseuse. En
effet, lorsque ces auteurs font une transplantation de moelle osseuse de souris sauvage ̂ des
souris Hfe-/- ayant subi une irradiation lŽtale, la quantitŽ dÕhepcidine produite par le foie des
souris Hfe-/- est augmentŽe et les niveaux de fer hŽpatique sont diminuŽs[242].
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Il reste ̂  dŽterminer si dÕautres types cellulaires prŽsents dans le foie, comme les
cellules endothŽliales, pourraient •tre impliquŽes dans cette rŽgulation. Pour cela on pourrait
co-cultiver des hŽpatocytes avec des cellules endothŽliales afin de tester la capacitŽ des
hŽpatocytes, dans ces conditions, ̂ augmenter leur quantitŽ dÕhepcidine apr•s traitement ̂
diffŽrentes formes de fer.

Se pose Žgalement la question de savoir quelle forme de fer est capable dÕinduire
lÕhepcidine in vivo. Deux formes de fer sont prŽsentes dans le sŽrum, le fer liŽ ̂  la Tf et le fer
non liŽ ˆ la Tf, NTBI. Ce dernier, en quantitŽ physiologique faible, est difficile ˆ doser. Le
LPI est une composante du NTBI qui reprŽsente le fer rŽactif et chŽlatable et serait
responsable des dysfonctions organiques observŽes lors des surcharges en fer. Il semble que la
composante restante de NTBI est formŽe de fer ferreux complexŽ, par exemple, ̂  de
lÕascorbate ou des ions sulfates. LÕŽquipe de Z. I. Cabantchik a rŽcemment dŽveloppŽ des
sondes fluorescentes, afin dÕŽvaluer les quantitŽs de LPI (Labile Plasma Iron) prŽsents dans le
sŽrum[29] ou dans des cellules[126]. Cette Žquipe a pu dŽterminer que le LPI Žtait prŽsent
dans le sŽrum de patients atteints dÕhŽmochromatose avant que la saturation de la Tf
nÕatteigne 100%[212]. Le LPI pourrait rentrer librement dans la cellule et/ou par un
transporteur membranaire tel que DMT1, contrairement ̂ lÕholoTf qui entre dans la cellule
apr•s endocytose du complexe Tf-RTf. On peut donc se demander si ces deux formes de fer
agissent diffŽremment sur lÕexpression du(des) g•ne(s) hepcidine. On ne sait pas non plus si
lÕinduction par le fer de lÕhepcidine passe par la diminution de lÕactivitŽ des IRP de
lÕhŽpatocyte (et/ou des macrophages, voir plus haut).

$  Induction par le fer de lÕexpression des g•nes hepcidine en absence de Hfe, RTf2
ou Hjv

LÕexpression du(des) g•nes(s) hepcidine semble altŽrŽe dans les mod•les de dŽficience
en HFE, RTf2 et HJV. Plusieurs Žquipes ont Žgalement voulu savoir si la quantitŽ
dÕhepcidine, inappropriŽe dans ces mod•les, pouvait tout de m•me augmenter apr•s
stimulation par diffŽrentes formes de fer. Deux Žquipes ont montrŽ que des souris KO Hfe
ayant re•u un rŽgime riche en fer[3] ou une injection de fer dextran[269], ne voient pas leur
quantitŽ de transcrits hŽpatiques de lÕhepcidine augmenter. Ces rŽsultats contrastent avec de
rŽcentes Žtudes qui montrent que chez les patients atteints dÕHH et dans le mod•le Hfe-/-,
lÕhepcidine garde une certaine capacitŽ de rŽponse au fer. Gehrke et al.[117], ont ŽtudiŽ cette
question en sŽparant des patients hŽmochromatosiques selon leur surcharge hŽpatique en fer
et ont pu montrer que plus les patients Žtaient surchargŽs, plus ils produisaient de lÕhepcidine
dans le foie. Ils ont retrouvŽ le m•me rŽsultat dans le mod•le murin Hfe-/-[117]. De m•me,
Ludwiczek et al. observent que des souris Hfe-/- traitŽes par un rŽgime riche ou un rŽgime
pauvre en fer voient leur taux de transcrits hŽpatiques hepcidine augmentŽs ou diminuŽs
respectivement[238]. Les divergences entre les observations faites par Ludwiczek et al.[238]
et celles de Ahmad et al.[3] peuvent •tre liŽes au fond gŽnŽtique des souris utilisŽes (C57/129
et AKR respectivement) ou ̂  lÕ‰ge des souris. En effet, Ahmad et al. ont montrŽ que dans un
m•me mod•le KO Hfe, les taux hŽpatiques dÕARNm hepcidine de souris KO Hfe de 4
semaines Žtaient diminuŽs par rapport aux souris contr™les alors que, dans les souris de 8
semaines, les taux dÕARNm hepcidine hŽpatiques des souris KO Hfe Žtaient normalisŽs[3].
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LÕaugmentation de lÕhepcidine dans les souris KO Hfe et les patients atteints dÕHH en
fonction du fer sugg•re un r™le important dÕHFE dans lÕexpression basale de lÕhepcidine mais
Žgalement, quÕen son absence, lÕhepcidine est toujours capable dÕ•tre rŽgulŽe par le fer. Cette
rŽgulation persistante de lÕhepcidine chez les souris Hfe-/- pourrait expliquer lÕobservation
dÕune correcte augmentation de lÕabsorption intestinale lors dÕun rŽgime pauvre en fer[5] ou
en situation dÕhypoxie[202] faite dans ce mod•le par dÕautres Žquipes.

En revanche, dans les souris dŽficientes en RTf2 (KI TfR2 portant la mutation Y245X
homologue de la mutation humaine Y250X)[180] et KO Hjv[287], lÕhepcidine ne rŽpond plus
ˆ une augmentation du fer par injection de fer dextran. Il semble donc que RTf2 et HJV soient
indispensables ˆ la rŽgulation du fer (en tout cas au fer dŽlivrŽ sous forme de fer dextran) de
lÕhepcidine chez la souris.
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Mode dÕaction de lÕhepcidine

$  Hepcidine et ferroportine

Dans un mod•le in vitro exprimant un transg•ne codant pour la ferroportine, Nemeth
et al. montrent une interaction directe de la ferroportine avec de lÕhepcidine synthŽtique
radiomarquŽe et dŽmontrent que cette interaction induit lÕinternalisation de la ferroportine et
sa dŽgradation dans le syst•me lysosomal[277]. Ces rŽsultats ont ensuite ŽtŽ confirmŽs dans
dÕautres conditions in vitro[77, 190] et notamment sur la ferroportine endog•ne de
macrophages dŽrivŽs de moelle osseuse[66]. In vivo, nous avons trouvŽ quÕune absence
dÕhepcidine dans les souris KO Usf2 entra”nait une augmentation de la ferroportine dans le
duodŽnum, le foie et la rate[369] (voir Ç!Article 2!È) et, quÕˆ lÕinverse, la surproduction
dÕhepcidine dans nos souris inductibles Hfe-/- Žtait accompagnŽe dÕune diminution de la
ferroportine dans ces trois organes[370] (voir Ç!Article 3!È). Ainsi, lÕensemble de ces rŽsultats
permet-il de proposer une boucle de rŽgulation assurant le contr™le de lÕhomŽostasie du fer
(Figure 49). LÕexc•s de fer induit lÕexpression du g•ne hepcidine, hepcidine qui, sŽcrŽtŽe dans
la circulation, va agir sur lÕabsorption intestinale et le relargage du fer en inhibant lÕexport de
fer de lÕentŽrocyte et du macrophage via la dŽgradation de la ferroportine dans ces cellules.
LÕŽrythropo••se qui doit •tre maintenue pour produire suffisamment de globules rouges,
pompe alors sur les rŽserves en fer ce qui conduit peu ̂ peu ̂ dŽplŽter celles-ci et ̂  rŽtablir un
Žtat dÕŽquilibre. Il reste ̂ dŽterminer le devenir de lÕhepcidine apr•s liaison de celle-ci ̂  la
ferroportine. On peut se demander en effet, si lÕhepcidine est dŽgradŽe avec la ferroportine
dans le lysosome, si elle interagit avec dÕautres molŽcules ̂ lÕintŽrieur de la cellule ou si elle
est recyclŽe vers la circulation.

Le mŽcanisme dŽcrit par Nemeth et al. ne met en jeu quÕune rŽgulation post-
traductionnelle sur la stabilitŽ et la localisation de la ferroportine. Or, il a ŽtŽ montrŽ,
notamment par lÕŽquipe de Greg Anderson, quÕune augmentation et une diminution de
lÕhepcidine sÕaccompagnent dÕune diminution[8] et dÕune augmentation[105, 108] respectives
des quantitŽs dÕARNm de la ferroportine dans le duodŽnum. Ainsi, on peut se demander si
lÕhepcidine ne pourrait pas Žgalement contr™ler la ferroportine en agissant sur la transcription
du g•ne ou la stabilitŽ de lÕARNm de la ferroportine.
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Figure 39" Mod%le de r$gulation via l#hepcidine et la ferroportine
Les signaux r$gulateurs seraient int$gr$s au niveau du foie par HFE& RTf+ et;ou HJV pour commander
la synth%se de l#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$gradant la ferroportine pour diminuer l#absorption
et le recyclage du fer (+)& respectivement& entra5nant une diminution du fer plasmatique (0)" Cette
diminution du fer plasmatique r$gule n$gativement en retour la production de l#hepcidine par le foie
(3)"

$  R™le de lÕIRE de lÕARNm ferroportine

On pourrait Žgalement envisager un r™le traductionnel de lÕhepcidine sur le 5Õ-IRE de
lÕARNm de la ferroportine. Dans ce cas, la diminution de la ferroportine par lÕhepcidine serait
due ̂  une augmentation de lÕactivitŽ des IRP directement ou via une diminution du fer
intracellulaire (voir Ç!Syst•me IRP/IRE!È). NŽanmoins, si lÕIRE de la ferroportine semble
fonctionnel in vitro[239], in vivo, les taux de ferroportine ne semblent pas •tre dŽpendants
dÕune rŽgulation par le fer intracellulaire via les IRP. En effet, dans le duodŽnum des souris
mutantes sla, dont les entŽrocytes sont surchargŽs en fer suite ̂  une mutation du g•ne codant
pour lÕhŽphaestine, les quantitŽs de ferroportine ne sont pas diminuŽes par lÕaccumulation du
fer dans lÕentŽrocyte mais augmentŽes[43]. De m•me, des souris ayant re•u un bolus de fer
dans lÕintestin entra”nant lÕaccumulation de ferritine dans lÕentŽrocyte, nÕont pas plus de
ferroportine ̂ la membrane basolatŽrale de leurs entŽrocytes que des souris contr™les[107].
Nous avons Žgalement montrŽ que, dans le foie de souris traitŽes par un rŽgime riche en fer, la
protŽine ferroportine nÕest pas prŽsente en plus grande quantitŽ[369] (voir Ç!Article 2!È,
Figure 39).
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Il a ŽtŽ montrŽ rŽcemment que des transcrits ferroportine ne prŽsentant pas dÕIRE
sonts prŽsents dans des prŽcurseurs Žrythro•des[50]. De tels transcrits ont Žgalement ŽtŽ
trouvŽs dans le foie de souris Pcm (pour PolycythŽmique)[263]25. Enfin, des rŽsultats
prŽliminaires du laboratoire ont permis de mettre en Žvidence la prŽsence de transcrits sans
IRE de la ferroportine dans le foie et le duodŽnum de souris sauvages (G. Nicolas,
communications personnelles non publiŽes). LÕensemble de ces rŽsultats sugg•rent quÕil
pourrait y avoir un autre site de dŽbut de transcription dans le promoteur de la ferroportine
conduisant ̂ la formation de ces transcrits sans IRE (Figure 50). La prŽsence de transcrits
ferroportine sans IRE et lÕabsence de rŽgulation in vivo par les quantitŽs de fer intracellulaire
sugg•rent que des modulations du syst•me IRP/IRE nÕauraient que peu dÕinfluence sur les
quantitŽs de ferroportine dans le duodŽnum et le foie.

Figure 4:"  G$n$ration de transcrits sans IRE de la ferroportine
Partie 4# du g%ne de la ferroportine chez la souris" Les fl%ches noires repr$sentent les sites de d$but de
transcription entra5nant la production des ARN ferroportine portant l#IRE" En rouge& sont indiqu$s les
diff$rents sites de d$but de transcription qui entra5nent la production d#ARNm qui ne contiennent pas
d#IRE dans leur partie 4#UTR trouv$s dans le foie de souris mutantes Pcm" La pr$sence potentielle d#un
promoteur suppl$mentaire fonctionnel et d#un deuxi%me site de d$but de traduction est indiqu$e en
rose" Pcm deletion : microd$l$tion de 48 pb retrouv$e dans les souris Pcm"

Dans les macrophages, il est difficile dÕŽvaluer sÕil existe une rŽgulation des niveaux
de ferroportine par lÕIRE puisquÕon observe une augmentation ̂ la fois de la quantitŽ
dÕARNm et de protŽines ferroportine apr•s traitement des macrophages par du fer[189, 401].
Des transcrits sans IRE de la ferroportine ont ŽtŽ dŽtectŽs en tr•s faible quantitŽ dans ces
cellules (C. Delaby et F. Canonne-Hergaux, communications personnelles non publiŽes).

LÕensemble de ces rŽsultats sugg•rent que, suivant la quantitŽ de transcrits ferroportine
portant ou non lÕIRE et suivant la force des signaux transcriptionnels, on peut concevoir des
rŽgulations tr•s diffŽrentes dÕun tissu ˆ lÕautre.

$  R™le des modifications post-traductionnelles de la ferroportine

Enfin, nous avons observŽ, associŽ ̂ la stabilisation de la protŽine, une diffŽrence de
poids molŽculaire apparent entre la ferroportine prŽsente dans la rate de souris contr™les et la
ferroportine dŽtectŽe dans la rate des souris KO Usf2[369] (voir Ç!Article 2!È). Ces
diffŽrences de poids molŽculaires apparents pourraient reflŽter des modifications post-
traductionnelles apparues en absence dÕhepcidine dans les souris KO Usf2. DÕautres Žquipes

                                                
25 Ces souris Pcm ont ŽtŽ gŽnŽrŽes par irradiations et lÕŽtude par clonage positionnel a rŽvŽlŽ la prŽsence

dÕune microdŽlŽtion de 58 pb dans le promoteur de la ferroportine.
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ont montrŽ que la ferroportine Žtait glycosylŽe in vivo dans le foie, la rate et le duodŽnum[37,
311]. La ferroportine contient Žgalement plusieurs sites potentiels de phosphorylation (Figure
40). Afin de dŽterminer si lÕhepcidine est capable de modifier la glycosylation ou la
phosphorylation de la ferroportine, on pourra par exemple traiter des extraits cellulaires de
souris inductibles ou de souris KO Hepc1 avec des endoglycosidases ou rŽvŽler la prŽsence de
sŽrine ou thrŽonine phosphorylŽes par western blot ̂  partir de ces extraits cellulaires avec des
anticorps spŽcifiques. Il est intŽressant de noter que, dans notre Žtude des souris KO Usf2,
seule la ferroportine de la rate semble avoir subi des modifications post-traductionnelles. On
peut donc imaginer que la ferroportine nÕest pas rŽgulŽe de la m•me fa•on en fonction des
tissus.

$  Autres cibles molŽculaires de lÕhepcidine

Dans nos souris KO Usf2 nous avons vu que lÕabsence dÕhepcidine Žtait associŽe non
seulement ̂ une augmentation de la ferroportine dans le foie, le duodŽnum et la rate mais
Žgalement que DMT1 et Dcytb dans le duodŽnum et la cŽruloplasmine dans le foie voyaient
leur quantitŽ modifiŽe dans ces souris[369] (voir Ç!Article 2!È). Ces rŽsultats sugg•rent que
lÕhepcidine pourrait avoir dÕautres cibles molŽculaires que la ferroportine soit de fa•on
directe, soit de fa•on indirecte suite ̂  lÕaugmentation du fer intracellulaire provoquŽe par la
dŽgradation de la ferroportine, soit, enfin, via une voie de transduction encore inconnue
(existence dÕun autre rŽcepteur que la ferroportine!?). Pour tester ces diffŽrentes hypoth•ses,
on pourrait Žtudier lÕeffet de lÕhepcidine dans les souris dŽlŽtŽes de fa•on tissu spŽcifique
pour le g•ne ferroportine chez la souris. En effet, si lÕapport dÕhepcidine nÕentra”ne pas de
modifications du mŽtabolisme du fer de ces souris, on peut penser que lÕhepcidine nÕexerce
pas dÕaction directe sur dÕautres cibles molŽculaires.

De plus, il reste ̂ dŽterminer pour chaque molŽcule si la transcription, la stabilitŽ des
ARN, leur traductibilitŽ, la stabilitŽ des protŽines sont modifiŽes. Il sera particuli•rement
intŽressant dÕŽtudier lÕactivitŽ des IRP en prŽsence ou en absence dÕhepcidine. Ce syst•me
permet en effet de contr™ler les quantitŽs dÕun grand nombre de molŽcules impliquŽes dans le
mŽtabolisme du fer. En particulier, lÕaugmentation de DMT1 dans le duodŽnum des souris
KO Usf2[369] (voir Ç!Article 2!È) pourrait se faire via une augmentation de lÕactivitŽ des IRP.
Afin de dŽterminer si la prŽsence des IRP est impliquŽe dans lÕaction hyposidŽrŽmiante de
lÕhepcidine on pourra, par exemple, regarder si lÕeffet hyposidŽrŽmiant est retrouvŽ lorsquÕon
apporte de lÕhepcidine ˆ des souris KO Irp. LÕabsence totale dÕIrp Žtant embryonnaire lŽtale,
il faudrait pour cela utiliser les souris dŽveloppŽes par lÕŽquipe de M. W. Hentze qui
permettent la dŽlŽtion conditionnelle des g•nes Irp1 et Irp2 dans des tissus spŽcifiques. Avec
la possibilitŽ maintenant dÕavoir de lÕhepcidine synthŽtique ou recombinante, on peut
Žgalement tester sur des mod•les cellulaires de types intestinale, hŽpatocytaire ou
macrophagique, les effets de lÕhepcidine sur les transports de fer ou lÕexpression des g•nes
apr•s invalidation fonctionnelle par siRNA de molŽcules candidates (voir Ç!Perspectives!È).

Enfin, en plus dÕune approche g•ne candidat, lÕŽtude de lÕexpression diffŽrentielle de
g•nes par microarrays (Iron Chip dŽveloppŽe par M. Muckenthaler ou puce Affimetrix) ainsi
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que lÕŽtude des protŽomes sur les souris inductibles et les souris KO Hepc1 permettra peut-
•tre dÕidentifier de nouvelles cibles molŽculaires de lÕhepcidine.

La prŽsence dÕune zonation particuli•re de la surcharge en fer en absence dÕhepcidine
(voir Ç!RŽsultats complŽmentaires!È) sugg•rent que, dans le foie, la zonation des molŽcules
impliquŽes dans le mŽtabolisme du fer pourrait jouer un r™le. Cette notion est nouvelle et
mŽrite une Žtude approfondie par des mŽthodes classiques dÕhybridation in situ et
immunohistochimie sur des coupes de foie afin de dŽterminer la localisation de ces molŽcules.
On pourra Žgalement mesurer les ARNm et protŽines contenus dans des populations distinctes
dÕhŽpatocytes pŽriportaux ou centrolobulaires sŽparŽes par perfusion sŽquentielle du foie ou
microdissection laser. La zonation des molŽcules du mŽtabolisme du fer dans le foie
apporterait un niveau de rŽgulation supplŽmentaire de lÕhomŽostasie du fer.

$  Hepcidine thŽrapeutique, test de sa bioactivitŽ

La difficultŽ pour Žtudier le mode dÕaction de lÕhepcidine rŽside dans la difficultŽ de
produire des anticorps dirigŽs contre ce peptide tr•s conservŽ dans les esp•ces[186]. Chez la
souris, les seuls anticorps disponibles ne reconnaissent que la pro-hepcidine[200, 382]. Chez
lÕhomme, on ne dispose que dÕanticorps dŽtectant la forme urinaire du peptide mature ce qui
limite leur utilisation pour Žtudier le mode dÕaction de lÕhepcidine.

LÕautre difficultŽ est de pouvoir produire de lÕhepcidine dont lÕactivitŽ est prŽservŽe.
En effet, la formation des quatre ponts disulfure du peptide mature dont un impliquant deux
cystŽines adjacentes est difficile ˆ obtenir par des mŽthodes classiques dÕoxydation. CÕest
pourquoi nous avons crŽŽ un mod•le de souris transgŽniques inductibles hepcidine, mod•le se
rapprochant le plus de la synth•se endog•ne dÕhepcidine. DÕautres Žquipes ont entrepris de
produire de lÕhepcidine synthŽtique ou recombinante ou bien encore de produire des milieux
conditionnŽs enrichis en hepcidine (par exemple, des milieux de culture provenant de clones
stables surexprimant lÕhepcidine). Une fois lÕhepcidine produite, se pose alors la question de
savoir si celle-ci est fonctionnelle.

Plusieurs tests de lÕactivitŽ de lÕhepcidine sont utilisŽs actuellement. Tout dÕabord on
peut tester lÕhepcidine pour son activitŽ antimicrobienne in vitro en Žtudiant la croissance de
diffŽrents types de pathog•nes en prŽsence dÕhepcidine[195, 299, 383, 409]. Mais si lÕon
sÕintŽresse au r™le de lÕhepcidine dans le mŽtabolisme du fer, ce test nÕest pas adaptŽ car, les
deux activitŽs, antimicrobiennes et rŽgulation du mŽtabolisme du fer, semblent dissociŽes.
Ainsi, le peptide mature de 20 acides aminŽs qui a la m•me activitŽ antimicrobienne que le
peptide de 25 acides aminŽs[299] nÕa pas, comme nous allons le voir, dÕactivitŽ biologique
liŽe au mŽtabolisme du fer dans un syst•me cellulaire et in vivo[279, 321] (Figure 51).

Deux tests qui tiennent compte du r™le de lÕhepcidine comme rŽgulateur du
mŽtabolisme du fer ont ŽtŽ mis au point in vitro et in vivo. In vitro, le test consiste ̂ faire
surexprimer de la ferroportine couplŽe ̂ la GFP dans des cellules et dÕobserver apr•s
traitement ̂ lÕhepcidine si le signal GFP est diminuŽ et si la ferritine est augmentŽe suite ̂  la
dŽgradation de la ferroportine par lÕhepcidine[277]. Enfin, in vivo, on peut faire une injection
intrapŽritonŽale dÕhepcidine et tester si le fer sŽrique des souris injectŽes diminue au bout de
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quelques heures[321]. Le choix du test utilisŽ pour vŽrifier la fonctionnalitŽ de lÕhepcidine est
important, comme le montre une Žtude rŽcente de Nemeth et al.[279]. Les auteurs de cet
article ont synthŽtisŽ diffŽrentes formes dÕhepcidine puis les ont testŽes in vitro et in vivo
pour dŽterminer leur bioactivitŽ (Figure 51). Ainsi, ils ont pu montrer que des peptides (dont
le premier ou le troisi•me pont disulfure est modifiŽ) qui diminuaient de fa•on significative le
signal GFP portŽ par la ferroportine in vitro nÕŽtaient pas capables, une fois injectŽs dans une
souris, de diminuer significativement le fer sŽrique (Figure 51, peptides appelŽs C7A/C23A et
C15A/C29A). Les auteurs pensent que lÕabsence dÕun pont disulfure pourrait altŽrer la
stabilitŽ de la protŽine in vivo. On peut Žgalement penser quÕil existe dÕautres partenaires ou
rŽgulations dans lÕorganisme entier qui ne sont pas reproduits dans le test in vitro utilisŽ.

Figure 4!" R$sum$ des effets de mutations de l#hepcidine sur la fonction de l#hepcidine in vitro
et in vivo
A gauche sont repr$sent$es les 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$s fix$ / !::F" ND : non d$termin$"

Parmi les hepcidines produites par les diffŽrents laboratoires ou commercialisŽes,
seules les formes synthŽtisŽes par le laboratoire de T. Ganz[277] et lÕhepcidine
commercialisŽe par Peptide International[66, 77, 190] sont capables de dŽgrader in vitro la
ferroportine. De plus, ces deux formes dÕhepcidine sont capables dÕavoir une action
hyposidŽrŽmiante in vivo([321] et D.Q. Lou, rŽsultats du laboratoire non publiŽs obtenus avec
lÕhepcidine commercialisŽe par Peptide international).
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Perspectives et Conclusion

Si lÕaction physiologique de lÕhepcidine est maintenant bien Žtablie (inhibition des
mouvements de fer ̂  travers lÕentŽrocyte, le macrophage et probablement le placenta) gr‰ce ˆ
lÕŽtude de mod•les murins physiopathologiques, on conna”t encore tr•s peu de choses, mis ̂
part lÕŽlŽgante dŽmonstration de la dŽgradation de la ferroportine, sur les mŽcanismes dÕaction
de lÕhepcidine au niveau molŽculaire. De m•me, sÕil para”t acquis que les protŽines
impliquŽes dans lÕhŽmochromtose, HFE, RTf2 et HJV, jouent un r™le important dans la
rŽgulation de lÕhepcidine, les mŽcanismes exacts dÕinduction/rŽpression de la rŽgulation du
g•ne hepcidine, les mŽcanismes de production (clivage, sŽcrŽtion) de cette hormone
dŽcouverte il y a cinq ans restent encore ˆ dŽfinir.

Avec la possibilitŽ maintenant dÕavoir de lÕhepcidine synthŽtique ou recombinante, on
pourra tester sur des mod•les cellulaires de types intestinale (CaCo2), hŽpatocytaire
(hŽpatocytes primaires, lignŽes HepG2, Hep3B, Hepa 1-6É), macrophagique (macrophages
diffŽrenciŽs ̂ partir de moelle osseuse, de monocytes circulants, lignŽe RAW264.7, J774,
THP-1É), les effets de lÕhepcidine sur les transports de fer, lÕexpression des g•nes. On peut
Žgalement envisager de tester le r™le de molŽcules dans les effets de lÕhepcidine en faisant une
invalidation fonctionnelle par siRNA de ces molŽcules candidates.

In vivo, lÕinjection dÕhepcidine radiomarquŽe a dŽjˆ permis dÕobtenir des premiers
rŽsultats sur la clairance de lÕhepcidine et sur les tissus cibles dans lesquels sont retrouvŽs le
peptide radiomarquŽ (le foie, la rate et le duodŽnum). LÕutilisation dÕhepcidine radiomarquŽe
pourrait Žgalement nous permettre dÕidentifier dÕŽventuels partenaires de lÕhepcidine en
effectuant un crible ˆ partir de sŽrum ou de diffŽrents extraits cellulaires.

La production dÕanticorps fiables reconnaissant chez la souris et chez lÕhomme la
forme mature de lÕhepcidine dans le sŽrum et le foie est absolument nŽcessaire afin de
complŽter nos connaissances sur le mode de clivage, sŽcrŽtion de lÕhepcidine, sur
lÕidentification des partenaires de lÕhepcidine endog•ne.

Nous avons vu que lÕhepcidine transgŽnique Žtait capable de prŽvenir lÕapparition
dÕune surcharge en fer et de redistribuer le fer dans une souris hŽmochromatosique KO Hfe.
LÕapport dÕhepcidine dans les autres mod•les dÕhŽmochromatoses hŽrŽditaires ou des mod•les
de surcharge en fer secondaires permettrait de confirmer lÕhypoth•se du r™le thŽrapeutique de
lÕhepcidine dans ces maladies. Ë lÕinverse, si lÕon arrive ̂  produire des anticorps bloquant
lÕactivitŽ de lÕhepcidine ou des agents permettant de rŽprimer son expression, il sera
intŽressant de les utiliser afin de confirmer le r™le de lÕhepcidine dans lÕinstallation des
anŽmies chroniques inflammatoires suggŽrŽ par divers travaux de notre laboratoire[282] et
dÕautres laboratoires[388].

Dans lÕattente du dŽveloppement de ces outils dÕŽtude de lÕhepcidine, les mod•les
murins dŽveloppŽs par le laboratoire permettront de rŽpondre ̂ beaucoup de questions
concernant cette nouvelle hormone. Ils resteront Žgalement des mod•les de choix pour valider
les donnŽes obtenues in vitro ou tester in vivo lÕefficacitŽ de ces nouveaux outils.
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Conclusion

RŽgulation du mŽtabolisme du fer

Les connaissances sur le mŽtabolisme du fer ont considŽrablement ŽvoluŽ au cours de
ces dix derni•res annŽes. DÕun mod•le de rŽgulation simple faisant intervenir la molŽcule
HFE au niveau du duodŽnum dit le Ç!Mod•le de la crypte!È, nous sommes passŽs ˆ un mod•le
complexe avec le foie en organe central de rŽgulation et lÕhepcidine comme hormone du
mŽtabolisme du fer. Dans ce mod•le, le foie agit comme un senseur des besoins en fer via les
protŽines HFE, RTf2 et HJV, produisant de lÕhepcidine, qui, dŽversŽe dans le sang, agit ˆ
distance sur lÕentŽrocyte et le macrophage pour produire son effet hyposidŽrŽmiant par
inhibition de la ferroportine (Figure 52). La dŽcouverte du rŽseau de protŽines
hŽmochromatosiques et de lÕhepcidine apporte un Žclairage nouveau sur la physiopathologie
du mŽtabolisme du fer et ouvre de nombreuses perspectives de diagnostique et thŽrapeutique.

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



125

Hepcidine et thŽrapeutique

Les perspectives thŽrapeutiques ouvertes par lÕŽtude des effets de lÕhepcidine dans
lÕHH sont considŽrables et constituent une Žtape importante dans le domaine des maladies de
lÕhomŽostasie du fer (ˆ la fois dans des situations dÕinsuffisance ou de surcharge) qui touchent
des dizaines de millions de personnes dans le monde. LÕutilisation de lÕhepcidine, de ses
agonistes ou de toute substance stimulant sa production devrait dans le futur pouvoir
constituer un traitement logique des surcharges martiales primaires telles que les
hŽmochromatoses. Ces molŽcules pourraient aussi •tre bŽnŽfiques dans les surcharges
secondaires comme les thalassŽmies ou les anŽmies rŽfractaires par insuffisance de production
de globules rouges. Pouvoir disposer de molŽcules inhibitrices de lÕabsorption intestinale de
fer pourrait ici constituer un traitement de choix puisque le seul traitement disponible face ̂
une surcharge martiale trop importante, est lÕadministration de molŽcules chŽlatrices du fer
par voie intraveineuse, qui est souvent tr•s difficile ˆ supporter pour le patient. De plus son
efficacitŽ est parfois limitŽe.

Les cancers, les maladies inflammatoires chroniques (connectivite, lupus, polyarthrite
rhumato•de, etc.), les infections chroniques sont le plus souvent associŽes ˆ une forme
dÕanŽmie inflammatoire caractŽrisŽe par une sŽquestration du fer dans les macrophages, une
diminution du fer sŽrique et de la transferrine circulante, et une diminution de lÕabsorption
intestinale. Ces anŽmies aggravent considŽrablement lÕŽtat gŽnŽral des malades et, comme
cela est bien dŽmontrŽ dans le cas des cancers, diminuent lÕefficacitŽ des traitements.
LÕhyper-expression du g•ne de lÕhepcidine joue un r™le essentiel dans ce type dÕanŽmies
inflammatoires. Par consŽquent, des antagonistes de lÕhepcidine constitueraient le traitement,
lˆ encore logique, de ce type dÕanŽmies inflammatoires

Une meilleure comprŽhension du mode dÕaction de lÕhepcidine est une Žtape
primordiale dans lÕutilisation de lÕhepcidine, dÕagonistes ou dÕantagonistes de lÕhepcidine.
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