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Cheére Consceur, Cher Confrere,

La régulation de la sidéremie concerne, tant en médecine hospitaliere
qu'en médecine de ville, de plus en plus de patients et représente une

depense de santé tres importante.

Un grand nombre de pathologies, maladies hématologiques, anémies
inflammatoires, maladies infectieuses, accidents corporels, requierent
des actes précis de mesure de la variation du fer conduisant a des

decisions thérapeutiques essentielles.

Ce 48¢me  Cabier de Biologie, fruit du travail d'une eéquipe
multidisciplinaire de chercheurs et de cliniciens, réunis autour du
Professeur Bernard Grandchamp, se propose de wvous informer au
travers des toutes dernieres recherches en la matiere et, en particulier de
la validation, comme marqueur nouveau, d'une molécule : I'Hepcidine
qui vient s’ajouter aux dosages conventionnels, fer circulant, ferritine,

Sferritinéemie.

Une équipe reconnue et performante s'est constituée pour développer

cette mise en _forme de la régulation du métabolisme du Fer.

Cette nouvelle approche renforce la collaboration indispensable entre le

Clinicien et le Biologiste.

Bioforma poursuit ainsi, malgre les incertitudes pour son avenir, son

engagement au service de la Formation Continue des Biologistes.

Nous vous soubaitons une bonne lecture de ce document et vous

adressons nos salutations les plus confraternelles.

Adrien BEDOSSA
Président
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Métabolisme
du fer

physiologie et pathologie

Ouvrage réalisé sous la direction de Bernard Grandchamp




Le fer est un élément indispensable a la vie cellulaire, mais également potentiellement toxique. Le métabolisme
du fer est caractérisé par une homéostasie finement régulée, au niveau de l'absorption intestinale et du
recyclage du fer au sein de I'organisme. Au cours des quinze derniéres années, des avancées considérables se
sont produites dans la connaissance du métabolisme du fer grace a I'étude d’une part, de modeles animaux

allant de la levure a la souris et d’autre part, de maladies génétiques humaines.

Les genes codant pour différentes protéines impliquées dans les transports a travers les membranes biologiques
plasmiques et intracellulaires ont été identifies (DMT1, ferroportine, mitoferrine) ainsi que les oxydoréductases
(céruloplasmine, héphaestine, Dcytb, Steap3) qui assurent les modifications d’état du fer préalables a son
transport. Des systéemes de régulation des mouvements du fer et de son stockage intracellulaire ont été mis a
jour.

1 - au niveau cellulaire avec le systeme IRP/IRE (iron regulatory protein/iron responsive élément) qui permet de

moduler I'entrée cellulaire, le stockage et I'export du fer en fonction de sa concentration intracellulaire.

2 - au niveau de l'organisme, qu’il s’agisse de I'absorption intestinale ou du recyclage macrophagique du fer
héminique, avec la découverte d’un peptide secrété par le foie et jouant un réle majeur sur I’'homéostasie du
fer : I'hepcidine. De nombreuses molécules qui assurent la régulation de I'expression de I'hepcidine en
réponse a différents stimuli, ont également été identifieés (BMP6, hémojuvéline, récepteur 2 de la transferrine,
HFE, HIF) et leur organisation en réseaux fonctionnels commence a étre élucidée.

Ces découvertes permettent de mieux comprendre comment les différents stimuli physiologiques ou
pathologiques (hypoxie, stimulation de I’érythropoiese, carence en fer, inflammation) modulent les grandes
étapes du métabolisme du fer que sont I'absorption intestinale, le stockage intracellulaire, la mobilisation a partir

des réserves, le recyclage macrophagique du fer héminique.

En pathologie humaine, les bases moléculaires de nombreuses maladies génétiques monogéniques entrainant
des perturbations majeures du métabolisme du fer ont été identifiées : hémochromatoses héréditaires, anémies
sidéroblastiques, acéruloplasminémie, anémies génétiques ferriprives...). En dehors des formes les plus
communes d’hémochromatose génétique liee a HFE, il s’agit de maladies trés rares mais dont la connaissance
a contribué de fagon significative a mieux comprendre certaines pathologies fréquentes comme, par exemple,
I'anémie des maladies inflammatoires chroniques, les surcharges liées aux anémies hémolytiques, I'anémie de

I'insuffisance rénale...

Par ailleurs, le role du fer dans des maladies communes de différentes natures : maladies infectieuses, syndrome
métabolique, maladies cardiovasculaire a fait I'objet d’études épidémiologiques et parfois physiopathologiques
avec des résultats complexes qui posent un certain nombre de questions pratiques qu’il s’agisse de traitement
ou de prévention des ces maladies. La toxicité du fer a fait I'objet de plusieurs hypothéses physiopathologiques

faisant intervenir, en particulier, le réle du stress oxydant.
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Ce cahier comportera une mise au point des connaissances sur le métabolisme du fer, en privilégiant les aspects

les plus récemment découverts sans prétendre a I’'exhaustivité.

La présentation comprendra trois parties subdivisées pour les deux premieres en plusieurs chapitres.

- Dans une premiere partie seront présentées les découvertes récentes sur le métabolisme du fer : nouveaux

acteurs et régulations au niveau cellulaire et au niveau de I'organisme.

- Une seconde partie sera consacrée a des aspects concernant la pathologie humaine qu'il s’agisse de
maladies ayant pour origine des anomalies du métabolisme du fer (hémochromatoses primitives, anémies
d’origine génétique) ou bien d’états pathologiques constamment ou fréquemment compliqués par des
anomalies secondaires du métabolisme du fer : anémie des maladies inflammatoires chroniques, anémie de

I'insuffisance rénale, surcharges en fer secondaires.

- Enfin, une troisieme partie sera dédiée au bilan martial et a son interprétation dans différents contextes
pathologiques (carence, surcharges de différentes nature) ainsi qu’a la place des marqueurs biologiques

classiques par rapport a celle d’autres examens complémentaires a la biologie.

Bernard Grandchamp
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Introduction

Généralités

Du fait de ses propriétés d’oxydo-réduction, le fer est utilisé dans les organismes vivants
essentiellement pour assurer le transport d'oxygene, ou catalyser des réactions de transfert
d'électrons, de fixation d'azote ou de synthese d'ADN. Mais c’est un élément paradoxal dans la
mesure ou, s'il est essentiel a toute forme de vie sur terre (seule quelques rares bactéries peuvent
utiliser le manganése a la place du fer), il est aussi potentiellement dangereux de par sa capacité a
catalyser la production des especes réactives de |'oxygene, en particulier lorsgu’il n’est pas
parfaitement pris en charge, ou lorsqu’il est présent en exces.

En solution, le fer peut exister sous deux états d'oxydation, le fer ferreux Fe(ll), capable de réagir avec
I'oxygene, et le fer ferrique Fe(lll), quasiment insoluble. Un atome de fer dans un organisme vivant
change continuellement d’état d’oxydo-réduction sous l'action d’oxydases ou de réductases
spécifiques.

Roles et fonctions physiologiques du fer dans le monde du
vivant

Dans le métabolisme du fer, on peut considérer qu’il y a deux grandes classes de protéines
différentes. D’une part, les protéines qui sont nécessaires au transport du fer dans les fluides
bioclogiques, a son passage a travers les membranes cellulaires, a son stockage dans les tissus sous
une forme facilement disponible et non toxique ainsi que les protéines a activité ferroxydases ou
ferriréductases, impliquées dans les changements d’état d’oxydoréduction que subit ce métal dans
un organisme vivant. Ces protéines, dont la plupart ont été découvertes au cours de ces dix dernieres
années, seront présentées dans leur contexte dans les paragraphes suivants. D’autre part, dans
I'organisme, de nombreuses protéines utilisent le fer pour leur fonction et ces protéines peuvent étre
subdivisées suivant le degré de coordination de I'atome de fer dans la molécule, ce qui fait apparaitre
la grande variété de fonctions auxquelles le fer est associé. Les hémoprotéines (hémoglobine,
myoglobine, cytochromes...) représentent une premiere classe de protéines ou le fer est présent sous
forme d’heme, lié aux quatre noyaux pyrroles d’une molécule de porphyrine IX. Une deuxieme classe
de protéines a fer est constituée par les protéines a centre fer-soufre ou des atomes de fer sont liés
de fagon covalente a des atomes de soufre, et ces structures, de composition variable de type
[2Fe-2S], [BFe-4S] ou [4Fe-4S] sont liées a la protéine par 'intermédiaire de résidus cystéine. Dans la
troisieme classe des protéines, un seul atome de fer, généralement labile, est présent au site actif
associé a des acides aminés particuliers (le plus souvent une histidine ou une cystéine), avec une
organisation du site de coordination tres variable suivant les enzymes. Par exemple, la prolyl
hydroxylase PHD qui régule la stabilité du facteur de transcription HIF-1a. en fonction de la teneur en
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oxygéne des tissus appartient a une famille de dioxygenases oxoglutarate-dépendantes qui
possedent un atome de fer a leur site actif, nécessaire a I'activité enzymatique. Cette enzyme est
donc inactivée par la carence en fer, ce qui contribue a laugmentation de la synthéese
d’érythropoiétine dans cette condition.

Le fer chez Phomme

La teneur en fer d'un organisme humain d'adulte est d’environ 4-5 g, la majeure partie étant associée a
I'némoglobine des globules rouges circulants (approximativement 2,5 g). Ce fer de I'héme est
continuellement recyclé vers le plasma apres la phagocytose et le catabolisme des globules
rouges sénescents par les macrophages tissulaires (figure 1). Ce processus permet de recycler
approximativement 25 a 30 mg de fer par jour, correspondant a la quantité du fer nécessaire pour
I'érythropoiese journaliere qui doit produire environ 220 milliards de globules rouges. L'absorption
intestinale du fer au niveau du duodénum est de 1-2 mg par jour, ce qui compense les pertes de fer
résultant principalement de I'exfoliation des cellules épithéliales, de la desquamation des cellules de la
peau et de pertes sanguines mineures. Seule une régulation fine de I'absorption intestinale du fer permet
d'éviter la surcharge de fer de I'organisme car il n’existe aucun moyen d'éliminer le fer absorbé en exces.
L'absorption de fer peut étre considérablement augmentée en cas de carence ou de saignements.

Figure 1 : Le métabolisme du fer : un circuit presque fermé.

Le complexe de fer lié a la transferrine [Fe(lll)2-Tf] est véhiculé par le plasma vers la moelle osseuse pour assurer I'éry-
thropoiese et aussi vers les autres tissus. La phagocytose des globules rouges sénescents par les macrophages, suivie
du catabolisme de 'neme par I'heme oxygénase et de I'export du fer par la ferroportine permet de fournir la majorité du
fer nécessaire a I'érythropoiese journaliere (environ 20-25 mg de fer). Les pertes en fer sont compensées par I'absorp-
tion du fer a partir de I'alimentation par les entérocytes matures au sommet de la villosité duodénale. Ce fer est absorbé
sous forme d’héme, ou sous forme inorganique par DMT, puis transféré au pdle baso-latéral et exporté vers le plasma
par la ferroportine. L'absorption intestinale du fer et le recyclage du fer héminique sont controlés par I'hepcidine, un pep-
tide circulant synthétisé par le foie et qui joue le rble de « store regulator » et de « erythroid regulator »

GRs sénescents

Hepcidine
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Transport et stockage du fer

Le fer plasmatique

Chez les mammiferes, le fer circule dans le plasma lié a la transferrine, une protéine abondante
synthétisée et sécrétée par le foie. La transferrine est une protéine bi-lobée, chaque lobe ayant la
capacité de fixer un atome de fer ferrique avec une haute affinité. Cette fixation nécessite la présence
d’un ion carbonate ou bicarbonate. De nombreux tissus, et en particulier les proérythroblastes de la
moelle osseuse et les cellules qui se divisent rapidement, expriment des récepteurs a la transferrine
(RTH) spécifiques, permettant d’acquérir le fer a partir du plasma. Seule la transferrine di-ferrique peut
se fixer sur le récepteur avec une haute affinité, la transferrine monoferrique n’étant que faiblement
reconnue et I'apotransferrine ne se fixant sur le récepteur qu’au pH acide de I'endosome. Dans les
conditions normales, la saturation de la transferrine est de I'ordre de 30%. La saturation de la
transferrine est déterminée par I'absorption intestinale du fer, par le recyclage du fer héminique par
les macrophages et par I'activité érythropoiétique de la moelle osseuse. Le degré de saturation de la
transferrine joue un réle important dans le contréle de la synthése d’hepcidine par la voie HFE-TfR2
(voir chapitre 2).

Lorsque la capacité de fixation de la transferrine est saturée, du fer peut apparaitre dans le sérum
sous forme libre, non lié a la transferrine. Ce fer pénétre facilement dans les cellules, particulierement
dans le foie et dans le cceur, par diffusion passive facilitée ou par un systeme de transport encore non
identifie, et peut contribuer a la survenue d’une surcharge tissulaire et étre a I'origine de dommages
cellulaires importants.

Les réserves en fer tissulaires

Le fer des réserves dans les cellules est associé a la ferritine, la protéine de stockage permettant de
séquestrer rapidement le fer sous une forme facilement disponible, non réactive, et de constituer des
réserves a long terme. La ferritine est une macromolécule hétérogene, constituée d’une coquille
protéique creuse de diametre extérieur 12-13 nm et d’un noyau ferrique pouvant contenir jusqu’a
4000 atomes de fer au sein de la cavité centrale. C’est une protéine trés conservée dans le monde
du vivant, puisque des formes analogues de ferritine existent dans les bactéries, les champignons,
les plantes, les vertébrés et les invertébrés. Seule la levure semble pouvoir se passer de ferritine en
stockant le fer dans la vacuole. Chez ’'homme, les principales réserves en fer se trouvent dans le foie
et dans la rate.

La coquille protéique est un hétéropolymere de 24 sous-unités réalisé par I'assemblage en
proportions variables de deux sous-unités différentes appelées H (Heavy) et L (Light), codées par
deux genes distincts. Ces deux sous-unités coopérent pour stocker le fer, la sous-unité H présentant
une activité catalytique ferroxydase capable d’oxyder le Fe (Il) en Fe (lll) et la sous-unité L favorisant
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la formation du noyau d’hydroxy-phosphate ferrique. Plusieurs travaux montrent que la sous-unité H
joue un réle dans les défenses anti-oxydantes de la cellule, de par sa capacité a limiter le fer libre
intracellulaire. En effet, de nombreuses études ont montré qu’il existe dans le cytoplasme des cellules
un pool de fer faiblement lié¢ a des composés de bas poids moléculaires, facilement chélatable et
représentant moins de 5% du fer cellulaire total [1]. Ce pool de fer, appelé Labile Iron Pool (LIP) est
probablement sous forme Fe(ll) et il est en équilibre entre les différentes sources intracellulaires de fer.
Il catalyse la production de forme radicalaire de I'oxygéne suivant la réaction de Fenton. Dans les
conditions normales, il joue un rble dans la signalisation cellulaire et dans la régulation post-
transcriptionnelle d’'un certain nombre de genes codant pour des protéines de transport et de
stockage du fer (voir paragraphe Homéostasie Intracellulaire). Lorsqu’il est présent en exces, il peut
étre a 'origine d’un stress oxydatif.

Il existe aussi une forme de ferritine mitochondriale [2]. Il s’agit d’'un homopolymere de sous-unités
codées par un géne sans intron présent sur le chromosome 5923.1 chez ’'hnomme. Cette sous-unité
présente une séquence d’adressage mitochondriale qui lui assure une localisation exclusivement
intra-mitochondriale. Elle posséde I'activité ferroxidasique nécessaire a la captation du fer. Elle est
principalement exprimée dans les spermatozoides, les neurones et les cardiomyocytes. On la trouve
aussi dans la mitochondrie des sidéroblastes dans les cas d’anémie sidéroblastique génétique ou
acquise.

Ferritine sérique

Bien qu’étant une protéine essentiellement intracellulaire, la ferritine se trouve aussi dans le sérum, a
des concentrations comprises entre 20 et 200 ug/L. Une ferritinémie inférieure a 20 ug/L signe une
carence en fer, alors qu’une augmentation de la ferritinémie peut résulter de plusieurs causes. La
synthese de ferritine est activée par le fer, et la concentration en ferritine augmente aussi bien dans
les cellules que dans le sérum en cas de surcharge en fer. Cependant, la ferritinémie est augmentée
aussi en cas d’inflammation, dans le syndrome métabolique, dans la maladie de Still et dans le
syndrome héréditaire cataracte-hyperferritinémie [3]. Dans ce cas, une mutation dans le « Iron
Responsive Element » de I'’ARNm L ferritine entraine une expression constitutive de ferritine,
indépendamment de la teneur en fer tissulaire. Cette observation représente un argument fort pour
penser que la ferritine sérique et la ferritine tissulaire sont codées par un méme gene. De plus, la
ferritine sérique est partiellement glycosylée contrairement a la ferritine tissulaire et elle ne contient
quasiment pas de fer. Des travaux récents montrent que la ferritine est sécrétée par la voie du
réticulum endoplasmique, I'extrémité N terminale de la sous-unité L ferritine jouant le rble de signal
d’adressage, bien que la séquence ne soit pas canonique [4]. Cette hypothése est renforcée par
I'identification d’individus présentant une mutation Thr30lle de la séquence codante de la sous-unité
L ferritine, associée a une hyperferritinémie sans surcharge en fer et une augmentation de la
glycosylation de la ferritine sérique [5].
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Fer et erythropoiese

La production journaliere de 200 x 109 globules rouges par jour nécessite environ 20-25 mg de fer.
Ce fer provient essentiellement de la dégradation des globules rouges sénescents par les
macrophages tissulaires et il est apporté aux précurseurs érythropoiétiques de la moelle osseuse par
la transferrine.

La voie d’acquisition du fer

Les proérythroblastes et les érythroblastes immatures de la moelle osseuse expriment a leur surface
un tres grand nombre de récepteurs a la transferrine (RTfs) qui leur permettent d’acquérir le fer par
l'internalisation du complexe fer-transferrine. Ce récepteur est un dimere de deux sous-unités
identiques de poids moléculaire 95kDa, liées par deux ponts di-sulfure. Il existe deux formes du
récepteur a la transferrine, RTf1 et RTf2, codées par deux genes différents. RTf1 est exprimé a la
surface d’'un grand nombre de cellules et sert a la captation du fer alors que RTf2 est exprimé
majoritairement dans le foie et ne semble pas jouer un rdle dans I'acquisition du fer mais plutdt dans
la signalisation en réponse a I'augmentation de la saturation de la transferrine (voir le paragraphe sur
la Régulation de I'hepcidine). De plus, des travaux récents montrent que RTf2 interagit avec le
récepteur a I'érythropoiétine dans les érythroblastes et sensibilise I'interaction de 'Epo avec son
récepteur [6]. Certaines cellules comme les macrophages tissulaires ou les entérocytes duodénaux,
qui ont un réle particulier dans le métabolisme du fer, possedent peu de récepteurs a la transferrine.
Ce récepteur est tres fortement exprimé a la surface des cellules qui se divisent rapidement, en
particulier certaines cellules tumorales.

La fixation du complexe constitué par une molécule de Tf associée a deux atomes de fer [Fe(lll)»-Tf]
sur son récepteur entraine la formation d'une vésicule d'endocytose et I'internalisation du complexe.
La maturation de 'endosome va permettre le recrutement d’une pompe a protons entrainant une
acidification progressive qui permet la libération de I'atome de fer de sa liaison a la transferrine (par
neutralisation de I'ion bicarbonate), et I'acquisition d’une métalloréductase de la famille STEAP qui va
faciliter la réduction du Fe(lll) en Fe(ll). Des cellules érythroides de souris déficitaires en Steap3 ont un
cycle de captation du fer déficitaire, entrainant une anémie microcytaire hypochrome, suggérant que
cette réductase est majoritaire dans I'érythrocyte [7]. Le fer Fe(ll) est ensuite exporté vers le cytosol
par DMT1 (SLC11A2). Ce transporteur qui comporte douze domaines transmembranaires est un
co-transporteur du fer ferreux et des protons, intervenant pour transporter le fer d’un micro-
environnement de pH acide (endosome, lumiére duodénale) vers un environnement de pH neutre
(cytosol). Six cas de mutation DMT1 sont actuellement connus chez I’homme, responsables
d’anémie microcytaire hypochrome néonatale sévere, illustrant I'importance de ce transporteur dans
I'acquisition du fer par les cellules érythroides [8]. A pH acide, la transferrine reste fixée sur son
récepteur et se trouve recyclée vers le plasma par fusion de I'endosome avec la membrane
plasmique. Une anomalie de ce processus de recyclage par suite d’'une mutation d’une protéine du
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complexe de « I'exocyste » est associée chez la souris a une anémie microcytaire hypochrome. On
ne connait pas de chaperon du fer susceptible d’adresser le fer vers la mitochondrie et il a été
proposé un modele de « kiss-and-run » entre I'endosome et la mitochondrie favorisant le passage
direct du fer sans transit par le cytosol. Cette hypothése n’est cependant pas encore formellement
démontrée.

L’'adressage du fer vers la mitochondrie

Un transporteur de la membrane interne mitochondriale permet ensuite I’entrée du fer dans la matrice
mitochondriale. Il s’agit de la mitoferrine 1 (Mfrn1, SLC25a37), une protéine de la famille de « solute
carrier proteins », dont il existe un homologue d’expression ubiquitaire Mfrn2. Le poisson zebre
frascati avec une mutation dans le gene Mfr présente une anémie microcytaire hypochrome
profonde due a un déficit d’acquisition du fer par la mitochondrie [9]. Lextinction simultanée de Mrfn1
et Mrfn2 dans des cellules en culture induit une réduction de la synthese d’héme de 90 % [10]. De
facon intéressante, dans ces conditions, I'assemblage des centres fer-soufre est aussi perturbé, ce
qui maintient IRP1 sous forme native avec une forte affinité de liaison aux IRE, réprimant ainsi la
synthese de ferritine (voir paragraphe Homeéostasie Intracellulaire).

Le fer intramitochondrial permet ensuite la synthese d’heme ou I'assemblage des centres fer-soufre.
Le contrble de la répartition du fer entre ces deux voies n’est pas encore connu.

La synthése d’héme

La biosynthese de I'heme est particulierement active dans les précurseurs érythropoiétiques de la
moelle osseuse et nécessite la coordination entre la production de la protoporphyrine IX et la
disponibilité du fer. Dans les précurseurs érythroides de la moelle osseuse, cette coordination est
assurée par une régulation post-transcriptionelle fer-dépendante de la I'acide delta amino-lévulinique
synthase de type 2 (ALAS-2), la premiere enzyme de la chaine de biosynthese de I’'héme, qui catalyse
la condensation d’une glycine et du succinyl-CoA pour former I'acide delta amino-lévulinique (ALA).
Cette enzyme est codée par deux genes différents, ALAS-1, d’expression ubiquitaire, et ALAS-2,
présent sur le chromosome X, exprimé uniguement dans les cellules érythrocytaires. Alors que
ALAS-1 est sous contrble négatif par ’'heme, la synthése d’ALAS-2 est étroitement couplée a la
disponibilité du fer par une régulation de la traduction de '’ARNm médiée par le systeme IRE/IRPs
(figure 2) [11]. Des mutations du gene ALAS2 sont responsables d’anémie sidéroblastique liée a I'X,
qui se caractérise par I'accumulation de fer dans la mitochondrie des érythroblastes, alors appelés
sidéroblastes [12]. Des mutations d’un transporteur putatif de glycine, le SLC25A38, peuvent aussi
étre responsables de forme autosomale récessive d’anémie sidéroblastique [13]. Dans ces situations
pathologiques, le fer intramitochondrial pourrait étre associé a la ferritine mitochondriale.
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La derniere étape de la chaine de biosyntheése de I'heme est catalysée par la ferrochelatase
mitochondriale qui insére I'ion ferreux dans la molécule de protoporphyrine IX pour former I'heme.
Dans les conditions de carence en fer, il y a accumulation de Zn-PPIX dans les érythrocytes alors que
le déficit en ferrochélatase induit une accumulation de PPIX libre. Apres sa synthese, 'héme est
exporté vers le cytosol pour étre associé aux chaines de globine ou aux apo-cytochromes. L'export
de I'heme de la mitochondrie pourrait étre assuré par des protéines de type ABC-transporteur.

Lassemblage des centres fer-soufre

En parallele, le fer est aussi utilisé pour I'assemblage des centres fer-soufre. Ces co-facteurs sont
associés aux sites accepteurs des protéines par coordination par les groupements SH des cystéines.
Les protéines a centre fer-soufre sont impliquées dans les transports d’électrons et elles sont
présentes dans la mitochondrie, le cytosol et le noyau. La chaine d’assemblage est tres complexe et
si elle est bien connue chez les bactéries et la levure, les différentes étapes ne sont pas encore
parfaitement caractérisées chez les mammiferes [14]. La machinerie de biosynthese chez les
eucaryotes comprend la machinerie d’assemblage dans la mitochondrie, un systeme d’export d’une
partie des constituants des ces centres fer-soufre et une machinerie d’assemblage cytosolique.

La frataxine pourrait jouer un réle de chaperon du fer dans cette chaine d’assemblage. Un défaut
d’expression de la frataxine est responsable de I'ataxie de Friedreich, une maladie autosomique
récessive s'accompagnant d'une ataxie progressive et d'une cardiomyopathie. L’analyse histologique
ou biochimique de biopsies cardiaques de malades atteints d’ataxie de Friedreich a montré
I'existence d’accumulation intramitochondriale de fer et d’un déficit des enzymes mitochondriales a
noyau [Fe-S].

Lexport de constituants des centres fer-soufre vers le cytosol pour étre associé a IRP1 ou a d’autres
protéines accepteuses pourrait étre médié par ABC-B7. De rares mutations ABC-B7 ont été décrites,
responsables d’anémie sidéroblastique avec ataxie. Ces anémies se caractérisent par des dépdts
anormaux de fer dans la mitochondrie des érythroblastes.

Erythrophagocytose et recyclage du fer heminique

A lafin de leur durée de vie, qui est d’environ 120 jours chez ’'homme, les globules rouges sénescents
sont phagocytés par les macrophages tissulaires par un processus appelé érythrophagocytose,
processus fondamental dans I’homéostasie du fer. En effet, suite au catabolisme de I’'heme, le fer et
recyclé vers le plasma, constituant ainsi les apports journaliers nécessaires a I'érythropoiese
(figure 1).

Au cours de leur circulation dans I'organisme, les globules rouges matures accumulent des
modifications biochimiques au niveau de la membrane. Ces globules rouges sénescents sont ensuite
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identifiés par les macrophages de la rate, de la moelle osseuse et dans une moindre mesure, par les
cellules de Kupffer. Apres phagocytose du globule rouge, les constituants sont détruits dans le
phagosome [15]. L’heme est ensuite catabolisé par un complexe enzymatique ancré dans la
membrane du réticulum endoplasmique et constitué d’une NADPH-cytochrome ¢ réductase, de
I’'heme oxygénase et de la biliverdine réductase. Cette réaction libére du CO, du fer et de la bilirubine.

La majorité du fer ainsi libéré va étre exporté vers le plasma par la ferroportine (SLC40A1), le seul
exporteur du fer chez les mammiféres. L'inactivation conditionnelle du géne de la ferroportine chez la
souris induit une anémie par carence en fer « fonctionnel » par suite d’une rétention du fer dans les
macrophages [16]. La quantité de fer exporté est contrblée par le niveau d’expression de la
ferroportine a la membrane, le fer en exces étant stocké dans la ferritine. La transcription de la
ferrroportine est stimulée par I'érythrophagocytose et par I'héme, la traduction de 'ARNmM est
stimulée par le fer libéré du catabolisme de I’heme, via le systeme IRE/IRP, et enfin la stabilité de la
protéine est contrélée de facon systémique par I'hnepcidine plasmatique (voir chapitre 2). La
ferroportine est un exporteur du Fe(ll) et celui-ci doit ensuite étre oxydé avant d’étre pris en charge
par la transferrine. Cette oxydation est catalysée par la céruloplasmine, une ferroxydase plasmatique
synthétisée par le foie, dont l'activité enzymatique est cuivre-dépendante. En I'absence de
céruloplasmine, le Fe(ll) reste associé a la ferroportine entrainant sa dégradation par un mécanisme
oxydatif, et une accumulation du fer intracellulaire [17]. Ce mécanisme permet d’expliquer I'origine
des surcharges en fer associées aux acéruloplasminémies héréditaires. Il est probable que la
céruloplasmine est aussi impliquée dans les échanges de fer entre plusieurs tissus, dans la mesure
ou cette pathologie s’accompagne d’un diabete, d’une dégénérescence rétinienne et de symptémes
neurologiques. Le Fe(lll) est ensuite fixé par la transferrine. Ce mécanisme permet de recycler
journellement environ 20-25 mg de fer, correspondant aux besoins de la moelle osseuse pour
I'érythropoiese.

L’absorption intestinale du fer

L'absorption intestinale de fer est assurée par les enterocytes matures présents au sommet des
villosités duodénales (figure 1). Le fer est absorbé au pdle apical a partir du fer contenu dans les
aliments puis transféré au podle baso-latéral de I'entérocyte et exporté vers le plasma. Alors qu’un
régime alimentaire européen normal contient environ 13-18 mg de fer, sous forme de fer inorganique
ou de fer organique lié a I'néme, seul 1-2 mg seront absorbés. Le fer inorganique présent
principalement sous forme de fer ferrique Fe(lll) est faiblement assimilable alors que fer héminique
présent en particulier dans les viandes rouges, est beaucoup mieux absorbé que le fer non
héminique. Le contrdle de I'absorption intestinale du fer dépend de la biodisponibilité et de la quantité
du fer dans I'alimentation, de régulations transcriptionelles et post-transcriptionnelles des génes de
I'entérocyte impliqués dans la captation et I'export du fer et enfin de régulations systémiques [18].
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Absorption au pdle apical de Pentérocyte

La premiere étape de I'absorption du fer non héminique consiste en la réduction de fer ferrique Fe(lll)
a |'état de fer ferreux Fe(ll) par des réductases membranaires suivi du transport a travers la membrane
de I'entérocyte par DMT1. Plusieurs isoformes de DMT1 ont été rapportées, résultant d’un épissage
alternatif ou de ['utilisation de deux promoteurs tissu-spécifiques. Une isoforme codée par un ARNm
contenant un « iron responsive element » (IRE) est principalement exprimée au pdle apical des
enterocytes duodénaux et constitue une voie tres spécifique d’acquisition de Fe(ll) par ces cellules.
Le mécanisme de I'absorption de I’'héme est encore mal compris mais peut dépendre du transporteur
récemment identifie, HCP1. Aprés absorption, ’'heme est catabolisé par ’lheme oxygénase 1 et rejoint
le fer absorbé par DMT1.

Transfert du fer vers le plasma au pole baso-latéral

Le fer absorbé au pble apical est ensuite soit stocké par la ferritine, auquel cas il sera éliminé par
desquamation de I'enterocyte mature, soit transféré au pdle baso-latéral de I'enterocyte et exporté
vers le plasma par l'intermédiaire de la ferroportine. Pour étre pris en charge par la transferrine
plasmatique, le fer doit étre réoxydé en Fe(lll), étape catalysée par I’héphaestine, une ferroxydase
ancrée dans la membrane de I'entérocyte. Cette enzyme présente 50% d’identité avec la
céruloplasmine et appartient a la famille oxydases cuivre-dépendante. Une délétion partielle du géene
Héphaestine sur le chromosome X a été trouvée chez les souris sla, (anémie liée au sexe) qui ont une
anémie microcytaire hypochrome due a un déficit dans I'absorption intestinale de fer, et la surcharge
de fer des enterocytes duodénaux [19].

Régulation de Pabsorption intestinale de fer

Une question centrale dans I'homéostasie de fer est de comprendre comment I'entérocyte duodénal
détecte le besoin de fer de I'organisme et module le niveau d’expression des transporteurs, seul
moyen de contrOler la quantité de fer absorbée. Pour expliquer ces changements, on a émis
I’hypothese, il y a déja de nombreuses années, de I'existence dans le plasma de signaux permettant
de réguler le niveau d’absorption d’une part en fonction du niveau des réserves en fer tissulaires
(« store regulator »), et d’autre part en fonction de I'activité érythropoiétique de la moelle osseuse
(« erythroid regulator ») [20]. On sait maintenant que I’hepcidine, ce petit peptide synthétisé et sécrété
par le foie, est un régulateur négatif de I'absorption intestinale et du recyclage du fer par les
macrophages et joue ce double rdle régulateur de par la complexité de sa régulation. La synthese
d’hepcidine est stimulée par la surcharge en fer et réprimée par la carence, jouant alors le réle de
« store regulator », mais elle est surtout réprimée par toutes les conditions qui stimulent
I'érythropoiese (saignements, hémolyse, dysérythropoieses, injections d’Epo), jouant alors le rble de
« erythroid regulator » [21]. (voir chapitre 2).
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Fer et rein

Les cellules tubulaires rénales sont particulierement riches en mitochondries et contiennent de
nombreuses hémoprotéines extra mitochondriales. Ces cellules expriment le RTf et peuvent donc
acqueérir le fer a partir de la circulation générale. Une fraction du complexe fer-transferrine pourrait
aussi étre filtrée au niveau du glomérule et réabsorbée par les cellules du tubule proximal par le
complexe mégaline-cubiline. La mégaline et la cubiline sont deux récepteurs multi-ligand fortement
exprimés au pdle apical des cellules du tube proximal dans le rein. Ces deux récepteurs participent
a la réabsorption des protéines filtrées par le glomérule, parmi lesquelles I'albumine, I'apolipoproteine
A1 et aussi la transferrine. En effet, il a été montré que la transferrine est un ligand de la cubiline et
que l'endocytose de la transferrine par les cellules du tubule proximal passe par le complexe
mégaline-cubiline. La transferrine s’accumule fortement dans les urines des chiens qui ont un déficit
d’adressage membranaire de cubiline ou de souris recombinantes déficitaires en mégaline.
L’endocytose de la transferrine par le complexe mégaline-cubiline aboutit au catabolisme de la
transferrine et au passage du fer du lysosome vers le cytoplasme, probablement par I'intermédiaire
de DMT1, fortement exprimé dans les endosomes/lysosomes des cellules tubulaires. Cette voie
mégaline-cubiline d’acquisition du fer pourrait en fait représenter la principale source de fer pour les
cellules tubulaires [22].

Il a été proposé que dans les syndromes néphrotiques, la fuite glomérulaire du complexe fer-
transferrine s’accompagne d’une dissociation du fer de sa liaison a la transferrine. Ce fer libre pourrait
aggraver les lésions rénales en catalysant la production de formes radicalaires de I'oxygene.

Une autre voie d’apport en fer dans le rein a été mise en évidence récemment, la voie de la
lipocaline 2, ou neutrophil-gelatinase-associated lipocalin, (NGAL). Les lipocalines forment une famille
de protéines qui lient des petits ligands hydrophobes et interagissent avec des récepteurs
membranaires. La lipocaline 2 lie avec une tres haute affinité I’'entérocheline, un sidérophore
bactérien, et joue un role essentiel pour limiter la croissance des bactéries communes qui synthétisent
I'entérocheline. Cependant, il a été montré que la lipocaline 2 synthétisée par le bourgeon urétral sert
de donneur de fer aux cellules mésenchymateuses pour permettre le développement de I'épithélium
tubulaire [283]. La lipocaline pourrait alors fixer un complexe de Fe(lll) lié a des catéchols, des petits
métabolites présents en abondance dans les urines [24]. Par ailleurs, I'expression au niveau ARNm
et protéine de la lipocaline 2 est trés fortement stimulée dans le rein par I'ischémie-reperfusion et la
protéine s’accumule dans les urines.Une étude récente montre que la lipocaline 2 joue un rble dans
la progression des lésions au cours de I'insuffisance rénale, bien que le lien avec son réle de
transporteur du fer ne soit pas encore parfaitement établi [25].
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L’homéostasie intracellulaire du fer

’homéostasie intracellulaire du fer est assurée par la coordination de I'expression des protéines de
stockage, de transport et d’utilisation du fer (voir [26] pour revue). Cette régulation essentiellement
post-transcriptionnelle dépend de l'interaction entre une protéine cytoplasmique appelée « iron
regulatory protein » (IRP) qui joue le réle de senseur du fer et un motif ARN trés conservé, appelé
« iron responsive element » (IRE). LIRE est un motif d’environ 30 nucléotides qui adopte une structure
tige-boucle et qui se trouve dans la région 5° non codante des ARNm H et L ferritine, de '’ARNmM
ferroportine et de 'ARNm ALAS-2 (figure 2).

Figure 2 : Homéostasie intracellulaire du fer : le systéme IRE-IRP.

Des motifs nucléotidiques appelés IRE (comme celui de I’ARNmM de la sous-unité L ferritine représenté ici) sont présents
dans la région 5’ non codante des ARNm codant pour les sous-unités H et L ferritine, pour la forme érythroide de I'aci-
de delta-aminolevulinate synthase (ALAS-2) et pour la ferroportine, ainsi que dans la région 3’ non codante des ARNm
codant pour le récepteur a la transferrine de type 1 (RTf1) et pour le transporteur du fer divalent DMT1. Des protéines
senseurs du fer, IRP1 et IRP2, se fixent a I'état natif sur les IRE, et soit répriment la synthese de la protéine (ARNm ferri-
tine, ferroportine, ALAS-2) ou stabilise '’ARNm (RTf1 et DMT1). Laugmentation du fer intracellulaire entraine I'acquisition
d’un centre [4Fe-4S] par IRP1, qui perd alors son affinité de liaison aux IRE, ou la destruction de IRP2. Il s’en suit
I’augmentation rapide de synthese de ferritine ou la destruction de ’ARNm RTf1.

ARNmM H et L Ferritine

Iron Regulatory Proteins | ALAS-2, Ferroportine.
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Un ou plusieurs motifs IRE a aussi été identifié dans la région 3’ non codante d’ARNmM codant pour
des protéines impliquées dans le transport du fer (RTf1, isoforme | de DMT1). La fixation d’une
molécule IRP sur un IRE présent dans la partie 5° non-codante réprime la traduction alors que la
fixation sur un IRE présent dans la région 3’ non codante stabilise 'ARNm. Il existe deux formes
moléculaires distinctes de I'IRP, IRP1 et IRP2, qui présentent une forte affinité de liaison aux IRE a
I'état natif. L'entrée du fer dans les cellules entraine un changement de conformation de I'lRP1 par
acquisition d'un centre fer-soufre [4Fe-4S] ou 'oxydation de I'RP2 suivie de sa dégradation par le
protéasome. ’acquisition d’un centre fer-soufre par IRP1 lui confére aussi une activité aconitase
cytosolique dont la fonction n'est pas connue. Lintégrité de la chaine d’assemblage des centres
fer-soufre dans la mitochondrie est nécessaire a la modulation de I'activité de liaison aux IRE de IRP1.
Ainsi, un déficit de GRX5 augmente I'activité de IRP1 et entraine une anémie chez le poisson zébre
et chez 'homme [12]. Linactivation simultanée de IRP1 et IRP2 dans les hépatocytes de souris
entraine simultanément une diminution de la captation du fer par répression de TfR1 et DMT1, et une
augmentation de I'export et du stockage. Ces effets combinés aboutissent a une carence en fer
cytosolique et mitochondriale avec un déficit généralisé des protéines a centre fer-soufre et des
protéines héminique [27]. Ces résultats mettent en évidence les interactions qui existent entre le fer
cytosolique et le fer mitochondrial.

Les régulations IRE/IRP-dépendantes jouent aussi un rdle important dans la coordination entre les
apports en fer et la synthese de la protoporphyrine IX dans les précurseurs érythropoiétiques de la
moelle osseuse. En effet, lors d’une insuffisance des apports en fer pour I'érythropoiese, les IRPs
activés vont stabiliser ’TARNm du RTf pour augmenter la captation du fer et réprimer la synthese
d’ALAS-2 afin de limiter la production des précurseurs de I’héme, en excés du fer disponible. Cette
augmentation de I'expression du RTf dans les érythroblastes suite a I'insuffisance des apports en fer
est a l'origine de I'augmentation de la forme soluble du RTf, forme générée par shedding du récepteur
lors de la maturation des réticulocytes. Le dosage du sRTf est donc utilisé en clinique pour aider au
diagnostic des « iron restricted erythropoiesis », particulierement dans les situations complexes
associant inflammation et carence en fer [28].

Il semblerait que ce soit IRP2 qui joue un rble prépondérant dans cette régulation de la stabilité de
I’ARNmM du RTf puisque les souris dépourvues d’IRP1 n’ont pas phénotype érythrocytaire alors que
les souris dépourvues d’'IRP2 développent une anémie, du fait d’un déficit d’expression du RTf [29].
Cette régulation peut se trouver déborder dans certaines situations pathologiques. Ainsi, des
mutations activatrices de I'ALAS-2 ont été découvertes récemment qui sont responsables
d’accumulations importantes de protoporphyrine IX dans les érythrocytes et d’'une carence en fer
relative [30].
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Conclusions

En moins de dix ans, notre connaissance du métabolisme du fer a évolué de fagon considérable. Elle
est passée d’une vision simplifiée basée sur un mode unique d’acquisition du fer par les cellules par
I'intermédiaire des récepteurs a la transferrine et d’'un mode de stockage li¢ a la ferritine, & une vision
complexe faisant apparaitre une spécialisation importante des différents types cellulaires vis a vis de
I'acquisition du fer et des régulations coordonnées des différents genes, aussi bien au niveau cellulaire
gqu’au niveau de I’'organisme entier. De nouvelles maladies génétiques ont été découvertes, liées a des
mutations de I'un ou l'autre de ces génes et le fer s’est avéré jouer un rble aggravant dans des
situations pathologiques diverses, telles que les anémies des états inflammatoires, les infections, les
pathologies cardio-vasculaires, le diabete ou linsuffisance rénale. De nouvelles perspectives
thérapeutiques s’ouvrent, notamment autour de I’'hepcidine, permettant d’espérer une amélioration
des traitements supplétifs en fer, toujours tres imparfaits, et des traitements des surcharges en fer,
actuellement obtenues par des chélateurs d’un maniement souvent contraignant pour le malade et
pas toujours dénués d’effets secondaires.
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Régulation du metabolisme
du fer : les nouveaux acteurs

Sophie Vaulont et Gaél Nicolas

CHAPITRE 11

2T
Cahiel



Deux systemes de régulation des quantités de fer coexistent dans I'organisme pour le maintien de

I’'homéostasie du métal :

1.un systeme qui permet a l'intérieur méme d’une cellule d’adapter I'entrée, le stockage et la
mobilisation du fer selon les quantités présentes dans la cellule, le systeme IRE/IRP (Iron
Responsive Element/Iron Regulatory Protein, pour revue [1] (voir chapitre 1).

2. un systeme de régulation systémique qui permet aux différents organes consommateurs de fer de
dialoguer pour maintenir ’homéostasie du métal. Ce systeme est assuré par une hormone,
I’hepcidine, baptisée I’hormone du fer, qui fera I'objet de ce chapitre.

Hepcidine : Genéralites [2, 3]

Structure de ’hepcidine

L’hepcidine est un petit peptide de 25 acides aminés (aa) qui a été identifié en 2000, dans le sang [4]
et dans I'urine [5], par ses propriétés antimicrobiennes (hepcidine = « hep » pour hépatique, son site
de production majeur et « cidine » en raison de son activité bactéricide). Si I'activité bactéricide de
I'hepcidine est réelle in vitro, ce sont toutefois avec des concentrations et des temps d’action
extrémement élevés comparés a I'activité des p défensines, des peptides antimicrobiens synthétisés
par les cellules de paneth dans le tube digestif qui modulent la réponse inflammatoire. De plus, in vivo,
les taux circulants de I’hormone sont incompatibles avec une telle activité antimicrobienne chez les
mammiferes. Aujourd’hui, toutes les études convergent pour dire que I'activité du peptide a évolué
chez les mammiferes et que son réle principal est le maintien de ’lhoméostasie du fer.

II faudra retenir que I'hepcidine est une hormone hyposidérémiante qui régule négativement

I'absorption du fer alimentaire au niveau du duodénum et son recyclage des macrophages,

permettant ainsi d’éviter tout exces du métal.

L’hepcidine peut étre considérée comme le ferrostat de I'organisme : cette hormone permet d’ajuster

au mieux les niveaux de fer selon les demandes de I'organisme.

Limplication de I'hepcidine dans le métabolisme du fer a été mise en évidence par la recherche de

génes modifies lors des surcharges en fer expérimentales et par la génération de modeles se souris

génétiguements modifiées. Brievement, ce qui a pu étre montré :

- des souris alimentées par un régime riche en fer présentent des niveaux d’hepcidine élévés [6] : cette
augmentation des niveaux d’hepcidine permet de lutter contre les exces du métal. Cette réponse
physiologique est perdue, comme nous le verrons ultérieurement, dans les hémochromatoses
héréditaires, maladies de surcharge en fer ou le fer est hyperabsorbé et recyclé sans régulation

- des souris déficientes en hepcidine (souris knockout, KO [7]) présentent une surcharge en fer
mimant un tableau d’hémochromatose, maladie génétique fréquente chez I'adulte : saturation de la
transferrine, fer sérique et ferritine élevés, surcharge en fer multiviscérale associée a une absence
de fer dans les macrophages du foie et de la rate.
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- des souris transgéniques [8, 9] surexprimant I'hepcidine présentent une anémie sévere car
I’hormone produite en exces inhibe I'absorption et le recyclage corrects du fer.

Mécanisme moléculaire d’action de Phepcidine

Trois ans apres sa découverte, un modele d’action de ’lhormone a été proposé [10]. Pour assurer son
activité hyposidérémiante, I'hepcidine inhibe I'export de fer en interagissant a la membrane des
cellules duodénales, les entérocytes, et a la surface des macrophages, avec la ferroporting,
I'exporteur de fer, entrainant son internalisation puis sa dégradation. La ferroportine constitue donc le
récepteur de I’hepcidine. La ferroportine est a ce jour le seul exporteur de fer identifié. Sa structure
est complexe et soumise a controverse. La dégradation de la ferroportine induite par I’nepcidine est
associée a une diminution de la sortie du fer des cellules ce qui a pour conséguence in vivo de

conduire a une hyposidérémie.

Figure 1 : Modéle de dégradation de la ferroportine par I’hepcidine d’apres [11].
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Ce mécanisme d’action est aujourd’hui bien détaillé (figure 1) : la fixation de I'hepcidine entraine la
phosphorylation (via JAK2) de la ferroportine. Celle-ci est internalisée, déphosphorylée, ubiquitinylée
et acheminée au lysosome ou elle est dégradée. Le site de fixation exact de I'hepcidine sur la
ferroportine, nommé HBD (Hepcidin Binding Domain, voir figure 2) a été mis en évidence. Celui-ci est
tres conservé au sein des especes [12]. Une étude récente a montré la présence de la ferroportine
dans une structure particuliere des membranes appelée radeaux lipidiques et I'importance de cette
localisation pour que la dégradation de I'exporteur par I'hepcidine soit opérationnelle par un
processus d’endocytose dépendante des rafts et non des clathrines [13].
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Figure 2 : Topologie de la ferroportine. Modéle proposé par De Domenico et al. [12] a 12 domaines transmem-
branaires figurant le site de fixation de I’hepcidine (HBD) en vert. Les mutations gain de fonction apparais-
sent en rouge, les 2 tyrosines phosphorylées par JAK2 en bleu ainsi que la lysine, site potentiel de 'ubiquiti-

nation.
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En accord avec ce modele, dans les situations de déficit en hepcidine, le niveau de ferroportine est
augmenté dans le duodénum, conduisant a une hyperabsorption de fer, et dans les macrophages de
la rate et du foie, conduisant a un recyclage accru du fer héminique.

Ainsi, le modele de régulation de I’homéostasie du fer basé sur le couple hepcidine-ferroportine est-
il le suivant (figure 3) :

L'augmentation du fer sérique est détectée par les hépatocytes qui produisent en retour plus
d’hepcidine. Celle-ci se fixe a la ferroportine (entérocytes et macrophages) entrainant son
internalisation et sa dégradation, séquestrant ainsi le fer et conduisant a une diminution du fer sérique
et tissulaire. A l'inverse, une diminution du fer sérique entraine une diminution de I’hepcidine et donc
une augmentation de I’'absorption intestinale du fer et son recyclage pour reconstituer des niveaux de

fer compatibles avec I'activité érythroide.

Figure 3 : L’axe de régulation hepcidine/ferroportine.
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Structure de 'hepcidine

[’hepcidine est synthétisée sous la forme d’un précurseur, la préprohepcidine contenant : un peptide
signal de 24 aa, une prorégion de 35 aa et le peptide mature de 25 aa sécrété dans la circulation
apres clivage par une une proconvertase de type furine (figure 4). Peu de données sont actuellement
disponibles sur la régulation de la maturation de I’hepcidine et sa clairance.

Figure 4 : Structure de P’hepcidine. La représentation des ponts disulfures est celle proposée par Jordan
et al. [14].

Peptide signal Prorégion Peptide mature
24 aa 35 aa 25 aa
« > « > « >
MALSSQIWAACLLLLLLLASLTSGSVFPQQTGQLAELQPQDRAGARASWMPMFQRRRRR%THFPICIF%CCHRSKCGMCCKT

Site de clivage
Furine

Depuis la mise au point des méthodes de dosage du peptide (voir ci-dessous), il est apparu que seul
un faible pourcentage de I'hepcidine sérique était, apres filtration glomérulaire, €liminé dans les urines.

Il a été proposé que la majorité de I’hepcidine circulante puisse étre liée a I'alpha2 macroglobuline,
une protéine sérique de trés haut poids moléculaire, permettant ainsi d’éviter une clairance trop rapide
de ce petit peptide par le rein [15]. Les auteurs suggerent que 10% de I'hepcidine pourrait étre sous
forme libre et correspondrait alors a I’hepcidine mesurée dans les urines.

Une autre hypothése permettant d’expliquer ce faible taux d’hepcidine urinaire est bien sur la
réabsorption et la dégradation du peptide au niveau des tubules proximaux, comme c’est le cas pour
la majorité des petits peptides.

[’hepcidine comporte huit cystéines (dont la présence est totalement conservée dans I'évolution, en
rouge dans la figure 4) engagées dans la formation de quatre ponts disulfures. La structure précise
de I'hepcidine ainsi que la connectivité des ponts reste un sujet de controverse [14].

La structure tridimensionnelle du peptide avec ses quatre ponts disulfures et son état d’oxydation
rendent difficile la production d’hepcidine biologiquement active en laboratoire. Aujourd’hui seules
quelgues équipes sont capables de produire de I'hepcidine, par synthése chimique [16] ou
recombinantes [17]. Son activité biologique peut étre testée sur des cultures de macrophages : une
hepcidine active est capable de dégrader la ferroportine conduisant a la rétention du fer intracellulaire
ce qui se traduit par une augmentation de la ferritine.

' étude d’hepcidines synthétiques mutées a permis d’établir que les cing acides aminés N-terminaux
du peptide étaient essentiels pour I'activité de I'hepcidine.
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Sites d’expression de ’hepcidine

A I'état basal, I'hepcidine est produite majoritairement dans le foie par les hépatocytes.

Des études récentes ont cependant montré une production extra-hépatique dans le coeur, le rein, les
monocytes/macrophages, les adipocytes, les cellules f du pancréas, la rétine, les astrocytes (pour
revue [3]). Dans tous ces tissus, le niveau d’expression d’hepcidine (méme apres induction par
différents effecteurs) reste nettement plus faible que dans le foie, suggérant plutét un réle local de
I’hepcidine, autocrine ou paracrine.

Figure 5 : Sites d’expression de I’hepcidine.
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Si des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer le rble précis de ces différentes
sources d’hepcidine et leurs réles respectifs dans la contribution du pool d’hepcidine circulante, il est
clair que I'hepcidine et la ferroportine exprimées localement par les mémes cellules pourrait
fonctionner indépendamment de I'hepcidine systémique [18, 19, 20] et il est tentant d’émettre
I’hypothese selon laquelle toute cellule capable de produire de I’'hepcidine et exprimant la ferroportine
pourrait acquérir un avantage sélectif de proliferation par rétention du fer intracellulaire.

Cette idée vient d’étre superbement illustrée dans le tissu mammaire [21]. La ferroportine et
I’hepcidine sont exprimés dans les cellules en culture du tissu mammaire et I'hepcidine régule la
ferroportine dans ces cellules. La ferroportine est également présente dans le tissu mammaire normal
et nettement diminuée dans les tissus cancéreux, avec le plus haut degré d’anaplasie associé a
I'expression la plus faible de ferroportine. La quantité de I'exporteur correle parfaitement avec les
quantités de fer intracellulaires. A noter que la transfection des cellules du cancer du sein avec de la
ferroportine réduit considérablement leur croissance aprés implantation orthotopique dans le tissu
mammaire de souris. Enfin, I'analyse par microarray dans les cancers du sein (800 patientes) montre
gu’une faible expression de ferroportine est associée a une réduction significative de la survie des
patientes sans métastase. Ainsi, les auteurs mettent en évidence que « ferroportine élevée et
hepcidine faible » constituent un facteur de bon pronostic pour le cancer du sein avec une survie a
10 ans de plus de 90%. Ce travail ouvre un nouvel espoir dans le diagnostic, le pronostic et le
traitement du cancer du sein.
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Méthodes de détection de Phepcidine [22, 23]

Méthode ELISA

La production d’anticorps dirigés contre I’hepcidine a été rendue difficile pour plusieurs raisons :

(1) une petite taille (25 aa) associée a une structure compacte limitant le nombre d’épitope
antigénique,

(2) une structure trés conservée dans les espéces compliquant la réponse immune dans d’autres
especes,

et (8), comme évoqué précédemment, la disponibilité limitée de I'antigene lui-méme.

Compte tenu de la difficulté de détection de I’hepcidine, plusieurs équipes se sont tournées vers la

mesure de la prohepcidine avec notamment un kit de dosage ELISA utilisant un anticorps dirigé

contre la prorégion de I'hepcidine. Les résultats obtenus avec ce dosage sont a interpréter avec

précaution. En effet, la mesure de la prohepcidine n’est pas associée a la teneur en hepcidine ni aux

autres parametres sanguins de fer, sa relevance physiologique reste donc toujours a démontrer.

Ce n’est que tres récemment qu’un test C-ELISA (Competitive-Enzyme-linked immunoassay) utilisant
des anticorps contre I'hepcidine 25 aa humaine a été mis au point pour doser I’'hepcidine sérique [24].
[’estimation de la concentration sérique d’hepcidine chez des volontaires sains est de 112 ng/ml
chez 'homme et 65 ng/ml chez la femme.

D’autres méthodes de dosage en ELISA (avec dernierement un dosage extrémement robuste de type
sandwich) et plus récemment RIA ont été développées [25-28].

Spectrométrie de masse

Des méthodes de dosage par spectrométrie de masse, en particulier le SELDI-TOF-MS (Surface-
Enhanced Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry) ou le LC-MS/MS
(chromatographie liquide en tandem avec spectrométrie de masse associée) ont été développées
pour s’affranchir de la production d’anticorps. Bien que ces techniques soient attractives, ce sont des
méthodes semi-quantitatives qui nécessitent des étalons internes fiables pour une quantification
reproductible et qu’il est difficile de développer en routine. Ces techniques ont permis de mettre en
évidence, outre le peptide de 25 aa, la présence d’hepcidines plus courtes de 22 et 20 aa, dont la
fonction reste a déterminer. Ces peptides sont, en effet, incapables de dégrader la ferroportine in vitro
mais possedent toutefois une activite antimicrobienne. A noter que la forme de 22 aa est augmentée
dans l'insuffisance rénale [29].

Hepcidine et immunité innée

L'hepcidine a été découverte sur ses propriétés antimicrobiennes mais comme discuté
précédemment cette activité est obtenue avec des concentrations tres élévées du peptide qui ne sont
pas compatibles avec les concentrations plasmatiques d’hepcidine. De facon intéressante, il a été
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montré récemment que les cellules de I'immunité innée, macrophages et monocytes, peuvent, apres
activation bactérienne, exprimer de fagon endogéne de I'hepcidine par une voie dépendante soit du
récepteur TLR-4, pour les pathogenes comme Pseudomonas et Streptococcus [30] ou TLR2, pour
les infections a Borrelia burgdorferi [31]. Il a de plus été proposé que I'hepcidine produite localement
dans le phagosome pouvait jouer son réle antimicrobien contre les mycobactéries [32].

S'’il est aujourd’hui admis que chez les mammiferes cette activité antimicrobienne du peptide est
mineure par rapport a son activité de régulation du métabolisme du fer, cette fonction systémique
peut néanmoins contribuer aux défenses de I'immunité innée. En effet, les taux d’hepcidine sont
augmentés dans des situations infectieuses et inflammatoires entrainant une séquestration et une
diminution du fer sérique, permettant de limiter le fer disponible pour les micro-organismes et les
pathogenes. Il est en effet généralement admis que les individus présentant une surcharge en fer sont
plus sensibles a certaines infections bactériennes.

Hepcidine et désordres de I’homéostasie du fer

L’hepcidine est responsable de la grande majorité des désordres du métabolisme du fer observés
chez 'homme. L'absence ou la diminution de I’hepcidine entraine une surcharge en fer. A I'inverse
son augmentation entraine une anémie de type réfractaire au fer. Ces maladies seront presentées en
détail dans les chapitres 3 et 6 mais il semble important de présenter brievement la physiopathologie
de ces maladies et les protéines impliquées pour permettre une meilleur compréhension du
paragraphe suivant sur la régulation de I’hepcidine.

Surcharge en fer primaires et secondaires [33, 34]

On oppose généralement aux surcharges en fer secondaires (apport excessif de fer alimentaire,
transfusion, maladies métaboliques, affections chroniques du foie, anémies hémolytiques ou
aplasiques), les surcharges primaires ou hémochromatoses. Ces dernieres sont des maladies
génétiques touchant des protéines impliquées directement dans le métabolisme du fer. La maladie se
caractérise par une absorption intestinale anormalement élevée de fer entrainant I'accumulation
progressive du métal dans les tissus. Une augmentation de la ferritine sérique et du taux de saturation
de la transferrine signent la surcharge.

Hémochromatose héréditaire classique

Depuis la découverte en 1996 du premier gene de I’hémochromatose, le gene HFE, la liste des genes
responsables de cette maladie n’a cessé de croitre (HJV, pour hémojuvénile, RTf2, 'homologue
hépatique de RTf1, I'hepcidine et la ferroportine) faisant de I'hémochromatose une maladie
hétérogene (voir chapitre 3 : surcharges en fer). Il existe néanmoins un point commun a toutes ces
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formes (exceptée I'hémochromatose liée a la ferroportine, cf ci-dessous) : I'activation du géne de
I’hepcidine par le fer est anormale et la gravité et la précocité de la maladie sont directement liées aux
niveaux d’hepcidine résiduels. Ainsi, dans 'hémochromatose classique liée a des mutations des
génes HFE ou RTf2, I'nepcidine est présente, bien que diminuée, alors que dans ’lhémochromatose
juvénile (une forme rare d’hémochromatose avec une aggravation rapide et sévere du tableau
clinique) liee a des mutations des genes de I’'HJV ou de I'hepcidine, I'hepcidine est indétectable.

Figure 6 : Classification des Hémochromatoses Héréditaires.

Hémochromatose Protéine Transmission Hémochromatose
Type | HFE Récessive Classique
Type lla Hémojuvénile, HJV Récessive Juvenile
Type llb Hepcidine, Hamp Récessive Juvénile
Type lI Récetp;t;:rz’fraRq_sfoerrine Récessive Classique
Type IVB Ferroportine Dominante Classique
Maladie Ferroportine Dominante Non hémochromatose

de la ferroportine

[’hepcidine apparait donc comme le déterminant commun des hémochromatoses, ce qui met en
lumiere son réle crucial dans la physiopathogénie de la maladie.

Notons que dans dans des modeles murins de la maladie, la surcharge en fer peut étre prévenue par
un apport d’hepcidine suggérant qu’un traitement préventif de ’'hémochromatose héréditaire pourrait
étre possible [36].

La derniere forme d’hémochromatose est liée a des mutations de la ferroportine (pour revue [37]). Elle
se transmet suivant un mode autosomique dominant (alors que les autres formes sont autosomiques
récessives) et ses caractéristiques biologiques et histologiques (localisation du fer, saturation de la
transferrine, ferritinémie, fer sérique...) apparaissent hétérogenes. Il existe deux classes de mutations
de cet exporteur.

Dans le cas des mutations avec perte de fonction, la réduction de la quantité de ferroportine
provoque, par indisponibilité du fer, une anémie. La surcharge dans ce cas est essentiellement
macrophagique et est la conséquence de I'haploinsuffisance au niveau de ces cellules.

Dans le cas, moins fréquent, des mutations qui ne modifient pas l'activité d’export de fer de la
ferroportine, la surcharge en fer s’explique par une résistance a I’hepcidine. La ferroportine est alors
exprimée en permanence au niveau de I'entérocyte, le fer est hyperabsorbé et vient s’accumuler en
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premier lieu dans I’hépatocyte. Les malades porteurs de ces mutations ont des signes tres voisins de
ceux des patients souffrant d’hémochromatose liée aux genes HFE ou RTf2. En particulier, la
saturation de la transferrine et la ferritinémie, sont augmentées.

La mesure essentielle du traitement des hémochromatoses classiques est la saignée, qui élimine le
fer et « désature » les organes. Les chélateurs de fer sont utilisés dans le cas de surcharges en fer
séveres. Le chélateur le plus souvent utilisé est la desferrioxamine (DFO). De nouveaux chélateurs de
fer, plus performants et surtout qui peuvent étre pris oralement, ont récemment été développés
comme I'Exjade et le Ferriprox (voir chapitre 4).

Surcharge en fer secondaire « acquise » [38, 39, 40]

Hémopathies

Toute érythropoiese inefficace ou hémolyse anormale (B-thalassémies, dysérythropoiéses
congénitales, et anémies sidéroblastiques) entrainent une dérégulation de I’'homéostasie du fer avec
une éventuelle surcharge en fer secondaire due a une hyperabsorption intestinale du métal qui est
tres souvent aggravée par le traitement de ces hémopathies, a savoir les transfusions (voir chapitre 4).
L’hepcidine est retrouvée diminuée dans les B-thalassémies intermédiaires [41, 42]. On retrouve des
résultats identiques chez les patients non transfusés atteints d’une dysérythropoiese ou d’une anémie
sidéroblastique [43]. Cette diminution de I’hepcidine pourrait expliquer I’hyperabsoprtion intestinale de
fer qui est paradoxale dans la thalassémie au vu de ’hémolyse des globules rouges. Un travail récent
vient de conforter cette hypothése en démontrant que I'augmentation des taux d’hepcidine dans un
modele murin de thalassémie permettait non seulement de diminuer les niveaux de fer tissulaires mais
également d’améliorer I'anémie [44].

Hépatopathies chroniques, maladies chroniques du foie

Ethylisme chronique

La consommation excessive d’alcool entraine dans certains cas une surcharge en fer. Plusieurs
équipes ont montré que I'alcool, via 'augmentation des ROS (Reactive Oxygen Species), inhibe
directement la sécrétion d’hepcidine au niveau du foie pouvant expliquer I'accumulation du fer. Pour
revue [45].

Hépatite chronique virale

Une surcharge en fer est retrouvée dans 35 a 56% des hépatites chroniques (particulierement
I'hépatite C). Chez les patients atteints d’hépatite C (HCV), une diminution du taux d’hepcidine a été
retrouvée associée a une surcharge en fer [46, 47, 48]. Il a été proposé que, la encore, c’est
I'induction des ROS par le virus C qui serait responsable de la répression de I'expression de
I’hepcidine [48].

L’hépatosidérose dysmétabolique

Une surcharge en fer est souvent présente chez les patients atteints de stéatose non alcoolique
(NAFLD, Non Alcoholic Fatty Liver Disease). Plus de 30% des patients NAFLD ont une ferritine élevée
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et une forme particuliere de surcharge en fer associée a un syndrome métabolique appelé
hépatosidérose dysmeétabolique ou DIOS (Dysmetabolic Iron Overload Syndrome).

L'hépatosidérose dysmétabolique consiste donc en I'association d'une surcharge en fer hépatique
(hyperferritinémie) associée a un syndrome métabolique (insulinorésistance et stéatose hépatique)
dont I'étiologie est mal connue. La surcharge en fer est mixte, hépatocytaire et macrophagique, et
demeure modérée. Pour revue [49].

A ce jour, seules quelques études concernant le rble physiopathologique de I'hepcidine dans
I’hépatosidérose dysmétabolique ont été rapportées. Dans une étude récente, les auteurs montrent
que la surcharge en fer hépatique des patients DIOS n’est pas due a un défaut d’absorption
intestinale de fer ou a un défaut de production d’hepcidine. Au contraire, chez ces patients, les taux
d’hepcidine semblent augmentés (conséquence d’un état inflammatoire de bas grade et de la
surcharge en fer) avec pour conséquence une diminution de I'absorption intestinale du fer [50].
[étiologie de la surcharge en fer reste donc encore inexpliquée.

Ces résultats, montrant une diminution de I'absorption du fer lors de I'insulinorésistance et/ou
I'obésité, pourraient expliquer I'expression phénotypique moindre de I’'hémochromatose HFE chez les
patients présentant une surcharge pondérale, comme cela a été constaté chez les femmes
homozygotes pour la mutation C282Y sur le gene HFE [51].

Anémies [22, 23, 52]

Anémies ferriprives

Dans I'anémie la plus fréquente, 'anémie ferriprive, on observe une diminution physiologique de
I’hepcidine : I'organisme leve le frein de I'absorption intestinale du fer et de son recyclage, permettant
une mobilisation efficace du métal pour I'érythropoiese [24, 53]. Toute situation pathologique ou la
diminution de I’'hepcidine n’est pas opérationnelle conduit a une anémie persistante.

Anémie de P'inflammation ou anémie des maladies chroniques

La situation est toute autre dans I’'anémie de I'inflammation (deuxiéme cause d’anémie acquise) que
I'on retrouve associée aux maladies inflammatoires, maladies autoimmunes, dans les syndromes
infectieux et les cancers. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans cette anémie : une diminution
de la durée de vie des globules rouges, une synthése d’érythropoiétine (EPO) inappropriée, une
différenciation érythroblastique anormale et une anomalie du métabolisme du fer par séquestration du
fer dans les macrophages et une absorption intestinale du fer réduite. Pour revue [54].

La réponse aigué a I'inflammation entraine de nombreux changements pour se protéger de I'infection.
Parmi ces changements, I'hepcidine est fortement induite et participe, grdce a son action
hyposidérémiante, a lutter contre les infections et inflammations en réduisant le fer libre indispensable
aux organismes pathogénes ou aux cellules cancéreuses en prolifération.
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’anémie chronique inflammatoire est une anémie modérée, normochrome et normocytaire au début.
Le fer sérique est bas, signant une absorption intestinale de fer non appropriée mais la ferritine est
élevée, témoignant de réserves en fer importantes. La rétention du fer dans les macrophages conduit
a la diminution de I'activité des IRP (Iron Regulatory Protein) et a I’'augmentation de la traduction de
la ferritine. Lélévation de la ferritine peut également étre liée a une augmentation de la transcription
du géne ferritine par les cytokines inflammatoires.

Contrairement aux anémies ferriprives, qui se traitent par apport de fer, I'indication d’'un apport
de fer a des patients présentant une anémie inflammatoire est a discuter en fonction du contexte
(chapitre 5).

Anémie de l'insuffisance rénale [55, 56]

La majorité des patients qui souffrent d’insuffisance rénale avancée souffrent aussi d’anémie, dont
I'origine est complexe et probablement multifactorielle. Outre I'insuffisance relative d’EPO qui est un
facteur déterminant, il est aujourd’hui clairement établi que « I'urémie » est un état inflammatoire
chronique, et que les patients développent également une anémie due aux mécanismes liés a cette
état d'inflammation chronique.

L’EPO a révolutionné le traitement de I'anémie de I'insuffisance rénale. Son efficacité est d’autant plus
grande que le fer est en quantité suffisante pour permettre a 'EPO de stimuler de facon optimale
I'érythropoiese. Le traitement par 'EPO est aujourd’hui souvent associé a des injections de fer par
voie intraveineuse. Notons que, de facon intéressante, il a été montré que l'injection d’EPO provoque
une inhibition de I’'expression de I'hepcidine, ce qui pourrait contribuer a I'efficacité du traitement a
I'EPO. Dans ces conditions, on peut se demander si les patients résistants a I'lEPO ne pourraient pas
étre ceux chez qui les taux d’hepcidine restent élévés. Des premiers résultats montrent
qgu’effectivement, il existe des taux élevés d’hepcidine dans linsuffisance rénale mais le rble de
'hormone dans l'étiologie de I'anémie de linsuffisance rénale reste toutefois a préciser. Cette
augmentation de I’hepcidine reste un sujet de contreverse mais pourrait étre dd a I'état inflammatoire
des patieints, au défaut de filtration glomérulaire ou bien encore au fer qui est administré aux patients
en supplément du traitement EPO. 'hepcidine sera peut étre demain I'indicateur de choix a la fois
pour déterminer le statut en fer et la résistance a I'EPO.

IRIDA (Iron-Refractory Iron Deficiency Anemia)

Le géne TMPRSS6, qui code une sérine protéase appelée matriptase 2 (Mt2), a été identifie
récemment. Sa mutation entraine une forme d’anémie génétique rare due a un déficit en fer. Les
patients sont, comme dans le cas des anémies inflammatoires, réfractaires au traitement par
supplémentation en fer oral. En effet, 'hepcidine est anormalement élevée chez ces patients,
bloguant I'absorption intestinale du fer et son recyclage. TMPRSSE6 est donc un régulateur négatif de
I’hepcidine (Pour revue [57, 58]).
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Régulation de la production d’hepcidine

On peut distinguer 4 principaux axes régulateurs de I'hepcidine : les niveaux de fer, I'érythropoiese,
I’hypoxie, et I'inflammation. Pour revues [2, 3, 59] (figure 7).

Figure 7 : Régulation de I’hepcidine.
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Comme attendu d’'une hormone controlant les taux de fer dans l'organisme, la production

d’hepcidine est controlée par le statut en fer de I'organisme. Pour revue [2, 3].

- Un régime riche en fer (ou une injection de fer dextran) entraine une augmentation de I’hepcidine
dans le foie et la circulation.

- A I'inverse, dans le cas d’un régime pauvre en fer, on observe une diminution de I'hepcidine. De
méme, dans le foie d’animaux en fin de gestation, lorsque les réserves en fer de la mere sont faibles
du fait de I’'exigence accrue du foetus pour le métal, on retrouve des taux tres diminués d’hepcidine.

Cette réponse de I'hepcidine est une réponse physiologique : contrecarrer la surcharge en fer dans

les cas d’exces et, inversement, lever le frein de I'absorption et du recyclage du fer quand I'organisme

a besoin du métal.

Les mécanismes moléculaires mis en jeu dans la régulation de I'hepcidine par le fer sont complexes
et font intervenir les trois protéines membranaires présentes a la surface de I'hépatocyte, HFE, RT2,
HJV qui sont mutées, comme nous 'avons vu, dans I’'hémochromatose et dont la mutation est
responsable d’'un défaut de régulation de I'hepcidine par le fer [60]. A ces trois protéines
hémochromatosiques vient s’ajouter la protéine Mt2 qui, comme nous allons le voir, est le
déterminant majeur de la quantité d’HJV a la membrane.

39

Cabhier de formation Bioforma  Métabolisme du fer, physiologie et pathologie - 2011



La régulation de I'hepcidine par le fer fait intervenir deux niveaux de régulation :
- une régulation par le fer systémique, a savoir la quantité circulante d’holotransferrine, impliquant
plusieurs proteines membranaire de réponse au fer,

- une régulation par le fer intracellulaire hépatique qui fait intervenir la cytokine BMP6.

La voie HFE/RTf2/Holotranferrine [61]

La protéine HFE, une protéine membranaire de la famille HLA, peut interagir avec RTf1 et RTf2 et
c’est I'holotransferrine qui va orienter la fixation de son partenaire.

En absence de fer, HFE est liege a RTf1 et I'expression de I'hepcidine est a minima. Lorsque la
concentration en fer augmente, I’holotransferrine qui a une bonne affinité pour RTf1 déloge HFE (les
sites de fixation sont en effet identiques) et HFE ainsi libéré peut alors interagir avec RTf2 (figure 8).
Le complexe HFE-RTf2 - Holotransferrine serait alors capable d’induire I'hepcidine [62]. Limportance
de HFE et RTf2 dans I'induction de I'hepcidine par I'’holotransferrine a été démontrée in vitro : dans
des cultures d’hépatocytes dépourvues de ces protéines, 'induction par le fer est perdue [63] et
confirmée, in vivo, grace a I'etude de modeles transgéniques sophistiqués [64].

Figure 8 : Modéle d’activation de I’hepcidine. D’aprés [64].
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A. Quand les taux de fer sont bas, HFE est séquestré par RTf1, les niveaux d’hepcidine sont bas.
B. En présence de fer, I'holotransferrine déplace HFE qui peut alors interagir avec RTf2 et induire, en
presence d’holotransferrine, I'expression de I'hepcidine.

Si aujourd’hui le modele du complexe HFE/RTf2 est trés largement admis, les mécanismes
moléculaires de la signalisation induite par ce complexe restent a déterminer. lls empruntent
probablement la voie BMP/HJV/SMAD (voir ci dessous).

En effet, les effets d’'induction de I'hepcidine dans des cultures in vitro par I'holotransferrine sont
perdus en présence d’inhibiteurs de cette voie [65, 66]. Cependant, une signalisation indépendante
de cette voie a été récemment proposée [67].
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La voie BMP/HJV/SMAD

La voie principale d’activation de I'hepcidine est trés certainement la voie BMP/HJV [68-70].

Les BMPs (bone morphogenetic protein) sont une sous-famille (comportant environ 20 membres) de
cytokines de la famille des TGF-p (Transforming Growth Factor). La signalisation BMP fait intervenir
deux récepteurs sérine-thréonine-kinase Rl et RIl. La fixation des ligands sur les récepteurs induit la
phosphorylation de Rl par RIl. Ce complexe activé phosphoryle les protéines SMAD1/5/8 pour former
un hétérotrimere avec SMAD4, le médiateur central des voies BMP/TGF-f. Ce complexe est
transloqué dans le noyau ou il régule la transcription des genes.

L’hémojuvéline (HJV) est en fait un co-récepteur des BMPs (figure 9). LHJV fait partie de la famille
des protéines RGM (repulsive guidance molecule) dont il existe 3 membres, RGMa et RGMb, plus
spécifique du cerveau, et RGMc, I'HJV,

In vitro, les BMPs sont capables d’induire trés fortement I’'expression de I’hepcidine, régulation qui est
perdue dans des cellules ne possédant pas HJV [69].

Figure 9 : HJV membranaire et soluble : des effets inverses.
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Notons qu’il existe une forme circulante d’HJV, I'HJV soluble (HJVs), issue d’une protéolyse d’HJV
par la proconvertase furine [71, 72], et dont les quantités sont directement sensibles aux niveaux de
fer [71]. HJVs se fixe aux BMPs et constitue ainsi, par titration des ligands BMP, un antagoniste de
cette voie de signalisation. HJVs est donc un régulateur négatif de I'hepcidine.
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Un dosage de I'HJVs vient d’étre mis au point [73] et pourrait permettre de mieux comprendre le rble
de cette forme circulante d’HJV dont le rdle in vivo reste finalement contreversé [74].

Treés récemment BMP6 est apparu comme la cytokine importante in vivo pour la régulation de
I'expression de I’hepcidine et pour ’lhoméostasie du fer. L'expression de BMP6 est augmentée quand
le fer intrahépatique dépasse un certain seuil et diminuée lorsque le métal est en faible quantité dans
le foie [75]. De plus, et surtout, des souris KO BMP6 présentent une surcharge en fer massive,
mimant une hémochromatose juvénile telle qu’on peut I'observer dans des modeles KO HJV, SMAD4
et hepcidine. Tout comme dans ces modeles, c’est également un défaut de production d’hepcidine
qui est repsonsable de la surcharge en fer dans les KO BMP6 [76, 77].

Un lien direct est donc aujourd’hui clairement établi entre les taux de fer, BMP6, HJV, les niveaux de
phosphorylation de SMAD1/5/8 et I'expression de I'hepcidine. L’addition d’holotransferrine a des
cultures d’hépatocytes, de méme que linjection de fer a des souris, provoque I'augmentation
hépatique de pSMAD1/5/8.

Un rétrocontréle négatif de la voix BMP permettant ainsi de réprimer I'hepcidine aprés son activation,
évitant dés lors toute carence en fer par hyperhepcidinémie, a récemment été mis en évidence. La
protéine qui médie cette boucle de rétrocontrole négatif sur la signalisation TGF-p et BMP est
SMAD7, une protéine inhibitrice de la famille SMAD. SMAD7 est un puissant répresseur de I’hepcidine
[78]. Ainsi, SMAD?7 est-elle augmentée de facon parallele a I’hepcidine dans des hépatocytes murins
primaires traités aux BMP et sa surexpression abolit complétement |'activation de I'hepcidine par les
BMP. Le réle de SMAD7 en physiopathologie reste encore a préciser.

Un niveau de régulation supplémentaire pour HJV, impliquant TMPRSSS, la sérine protéase Mt2, a
été mis en évidence dernierement (figure 10).

Figure 10 : Modéle d’action TMPRSS6 sur HJV.
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A. TMPRSS6 clive HJV membranaire en petits fragments, bloquant I'effet de HJV sur I'expression
de I'hepcidine via la voie SMAD1/5/8.

B. Les mutations de TMPRSS6 conduisent, par stabilisation de HJV, a une augmentation des taux
d’hepcidine et sont responsables d’anémies génétiques chez 'homme. D’apres [79]
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En effet, il semble que cette sérine protéase, spécifique du foie, soit capable, apres activation par des
signaux qui restent a identifier, de dégrader I'HJV membranaire [79] et de relarguer dans le milieu une
forme soluble d’HJVs par clivage apres le residu R288 [72]. Selon les auteurs, la forme soluble issue
du clivage par Mt2 est unique (et forme un fragment de 36 kDa) ou bien correspond a un ensemble
de petits peptides issus de la dégradation de ce fragment initial. Quoiqu’il en soit, les peptides issus
de la protéolyse de I'HJV par Mt2 sont incapables de lier les BMP suggérant donc que I'action de
Mt2, au contaire de I'activation de la furine, agit bien en diminuant la quantité de la proteine HJV a la
membrane.

Ainsi, en conditions d’érythropoiese accrue, la diminution des taux d’hepcidine pourrait s’expliquer
par 'activation de TMPRSS6, la dégradation de I’'HJV membranaire, et une diminution des taux de
phosphorylation de SMAD1/5/8 aboutissant a la diminution de I'expression de I’hepcidine.

Les patients porteurs d’une mutation Mt2, ou les souris déficientes en Mt2, présentent donc une
anémie par hyperhepcidinémie probablement par activation constitutive de la voie BMP6/HJV.

Si le modele de la matriptase 2 agissant par dégradation de I'HJV demande confirmation in vivo, des
expériences de croisement de souris transgéniques, d’'une part surchargées en fer, par défaut
I'activation de la voie BMP6 (souris déficientes en HJV, ou déficientes en BMPG6) avec d’autre part des
souris déficientes en fer (souris déficientes en Mt2) vont dans le sens d’une connection entre Mt2 et
la voie BMP/HJV .

En effet, les souris doubles KO, deficientes en Mt2 et HJV [80, 81] ou déficientes en Mt2 et BMP6
[82] perdent le phénotype d’anémie suggérant que l'action de Mt2 nécessite bien une voie
BMP6/HJV fonctionnelle. En revanche, si les protéines HFE et RTf2 ne sont pas des cibles de Mt2,
on peut s’attendre dans les souris doubles mutantes (Mt2/HFE et Mt2/Rtf2) a ne pas voir la correction
de I'anémie.

De fagon intéressante, il a récemment été mis en evidence que chez les souris deficientes en HFE
[83, 84], la forme la plus fréquente d’hémochromatose, ainsi que chez les patients HFE [85], les
niveaux de BMP6 sont bien augmentés suite a la surcharge en fer mais que toutefois les proteines
PSMAD ne sont pas induites suggérant un defaut d’activation de la voie en aval de BMPG6.
Cependant, un travail récent suggere que le traitement de souris KO HFE par des doses
pharmacologiques de BMP6 permettrait de bypasser le défaut d’HFE en augmentant les taux
d’hepcidine et de facon concommitante le fer sérique chez ces souris [86]. Notons toutefois que les
auteurs décrivent a fortes doses un effet toxique de BMP6 avec le développement anormal de
calcifications.

Pour terminer avec la voie HIV/SMAD, il est important de mentionner la présence, dans le complexe
membranaire comportant HJV, de la protéine néogénine, un corecepteur des protéines RGM, qui
pourrait avoir un réle dans le métabolisme du fer. Celui est encore contreversé [87] mais un KO récent
de la protéine néogénine a montré une surchage massive des organes en fer par déstabilisation
d’HJV a la membrane [88], mimant ainsi les KO BMP6 et HJV.
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Facteurs érythroides [2, 89]

Outre la réponse au fer, I'nepcidine répond aux stimuli produits par le systeme érythropoiétique et
toutes les conditions qui augmentent les besoins en fer répriment I’hepcidine. On comprend aisément
cette nécessité de dialogue entre la moelle osseuse et le foie pour la production d’hepcidine, la moelle
osseuse étant le plus gros consommateur de fer pour la production d’hémoglobine fonctionnelle.
Ainsi, chez des animaux dont le nombre de globules rouges est fortement diminué par des saignées
régulieres ou un traitement hémolytique (phénylhydrazine), ou lors d’un régime pauvre en fer, la
production d’hepcidine est diminuée.

De facon similaire, des animaux traités a 'EPO et des souris en situation d’hypoxie diminuent leur
transcription d’hepcidine dans le foie [90-93, 94]. L’activation érythopoiétique est nécessaire a cette
répression de I'’hepcidine car I'utilisation d’inhibiteurs de I'érythropoiese, comme la doxorobucine,
tout comme lirradiation des animaux, abolit la repression de I’hepcidine consécutive a des saignées
ou une hémolyse ou bien encore le traitement a I'EPO [91, 95].

Le rble de I'EPQO, direct ou indirect (via 'augmentation de I’érythropoiése et/ou la diminution du fer
sérique), sur I'expression de I’hepcidine hépatique reste un sujet de débat. Pour certains auteurs, la
présence du récepteur a 'EPO sur les hépatocytes n’a pas pu etre détectée [96] suggérant des effets
indirects de I'EPO sur la répression de I'hepcidine. D’autres groupes favorisent un effet direct de
I'EPO via I'activation du récepteur et I'implication des facteurs de transcription CEBP/a [97].

Des facteurs solubles qui permettraient de faire le lien entre le statut en fer et I'état érythroide de
I'organisme sont activement recherchés. Des études physiologiques ont tenté de montrer le rble de
la transferrine, la ferritine sérique ou de RTf soluble qui sont trouvés dans le sérum et fluctuent en
fonction des stocks en fer de et de I'activité érythroide. Dernierement, une étude menée chez des
patients thalassémiques présentant une érythropoiese inefficace a permis de mettre en évidence
deux facteurs, GDF15 (un facteur de croissance qui appartient a la super-famille des TGF-p) et
Twisted Gastrulation (TWSG1), comme responsable de I'extinction de I’hepcidine dans des conditions
d’érythropoiese accrue [98, 99]. Si ces candidats sont a retenir, ils n’expliquent certainement pas
toute la régulation de I'hepcidine en situation d’érythropoiese accrue et d’autres pistes sont a suivre.

Hypoxie [100]

Etant donné les liens étroits qui existent entre transport d’oxygéne, érythropoiese et métabolisme du
fer, des associations moléculaires entre la physiologie de la réponse hypoxique et le contrble de la
disponibilité en fer sont attendues. Un déficit en fer ou une anémie férriprive induisent une hypo-
oxygénation des tissus.

HIF (Hypoxia Inducible Factor) est un facteur de transcription hétérodimérique (HIF-a/HIF-f3) dont
I'expression est régulée par I’'oxygéne au niveau protéique. La sous-unité régulatrice HIF-a répond a
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'oxygene tandis que HIF-f (aussi appelée ARNT pour Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator) est constitutivement exprimée.

En conditions normales d’oxygene, la sous-unité régulatrice HIF-a est hydroxylée sur deux prolines
par une prolyl-hydroxylase (PHD). Cette hydroxylation induit la dégradation de HIF-a. par le
protéasome apres ubiquitinylation par un complexe E3-ligase comprenant le produit du géne
suppresseur de tumeur vHL (von Hippel-Lindau).

En condition d’hypoxie, I'activité des hydroxylases est inhibée, la protéine HIF-a est stabilisée et
transloquée dans le noyau ou elle se fixe a HIF- et des cofacteurs, permettant ainsi la régulation
transcriptionnelle des génes cibles. De méme, lorsqu’on chélate le fer, ou, dans des situations de
déficit en fer, ces hydroxylases, qui nécessitent le fer comme cofacteur, ne sont plus actives, et
HIF-a va étre actif.

Les protéines cibles de HIF peuvent étre classées en trois groupes fonctionnels :

(1) les protéines qui augmentent localement I'apport d’oxygene aux tissus (inducible nitric oxide
synthase, vascular endothelial growth factor...)

(2) les protéines nécessaires a I'adaptation du métabolisme dans des conditions de faibles
pourcentages d’oxygene (les transporteurs au glucose et la plupart des enzymes glycolytiques)

(3) les protéines participant a I'érythropoiese et permettant d’augmenter I'apport d’oxygene et de fer
dans les tissus (I’érythropoiétine, la transferrine, le récepteur de la transferrine, heme oxygénase-1,
la céruloplasmine...).

L’hypoxie et le régime pauvre en fer ont pour effet de réprimer I'hepcidine [101-103]. Limplication
directe des facteurs HIF-a dans ce processus [103] ou indirecte [104, 105] via 'augmentation du
stress oxydant [106] ou I"'augmentation des taux d’EPO, reste a déterminer.

Ainsi, existe-t-il une réponse coordonnée et régulée a I’hypoxie pour I'adaptation du métabolisme du
fer : 'activation de HIF va permettre, via I’activation de I'EPO, d’augmenter la production de globules
rouges, et, via la dimunution de I’hepcidine, de mobiliser efficacement le fer des macrophages et des
entérocytes, pour faire face a cette augmentation de I'activité érythropoiétique. A noter qu’une étude
vient de montrer que la transcription de Mt2 pouvait étre augmentée dans des conditions, comme
I’hypoxie, ou les facteurs HIF sont stabilisés [107]. Toutefois, il s’agit d’'une étude menée in vitro qui
demande confirmation in vivo.

Inflammation [54]

Linflammation chronique [108], tout comme l'inflammation aigué (turpentine, adjuvant de Freund,
adénovirus ou lipopolysaccharide, LPS [6, 53, 101, 109], conduisent a une augmentation importante
des taux d’hepcidine.

Dans la majorité des cas, la réponse de I'’hepcidine est médiée par les cytokines inflammatoires.
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L'effet de I'lL6 sur la réponse a I'hepcidine a été extrémement bien documenté (figure 11) de méme
que, plus récemment, les effets de I'oncostatine M, une cytokine appartenant également a la famille
de I'lL6 [110Q].

L'IL6, libérée suite a un stimulus inflammatoire, se fixe a un complexe de récepteur a et gp130 (B).
Cette interaction entraine une activation de la voie JAKs (janus kinases) qui phosphoryle les
activateurs de transcription STAT et particulierement STAT3 (signal transducer and activator of
transcription3). Apres phosphorylation sur une tyrosine, STAT3 est transloqué dans le noyau ou il
régule la transcription de génes cibles. Une étude in vivo et en culture primaire d’hépatocytes
confirme le réle de STAT3 dans la régulation de I'expression de I'hepcidine via I'lL6.

Cette augmentation de I'hepcidine par les cytokines inflammatoires est probablement responsabe
des anomalies du fer observées dans certaines conditions pathologiques (voir chapitre 5).

Figure 11 : La voie JAK/STAT3 dans la régulation de ’hepcidine.
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Récemment un autre réle de I'hepcidine dans la réponse aigue inflammatoire a été rapporté.
L’hepcidine au niveau du macrophage est capable d’induire des variations transcriptionnelles, via
'activation de JAK2 et la phosphorylation de STAT3, qui modulent la réponse au LPS du
macrophage, tant in vitro qu’in vivo. Cette réponse de type « signalisation » par liaison de I'hepcidine
a son récepteur est une réponse anti-inflammatoire (diminution de la production des cytokines IL6 et
TNfa) qui permet de diminuer la toxicité et la mortalité induite par des inflammations aigués induites
au LPS ou a la turpentine [111].

Enfin, outre I'activation classique de 'hepcidine par la voie LPS/IL6, Vecchi et coll. ont proposé une
voie alternative d’activation de I’hepcidine par ces mémes agents, la voie du stress du réticulum, via
I'activation de facteur de transcription CREBH [112]. A ce jour, I'implication du stress du réticulum
dans le métabolisme du fer a été peu étudiée.

En conclusion, la découverte de I’hepcidine apporte un éclairage nouveau sur le métabolisme du fer
et sur ses désordres qui touchent des dizaines de millions de personnes.

La mise en évidence de la voie BMP/HJV/SMAD ouvre des pistes thérapeutiques intéressantes et de
nombreuses molécules capables d’interférer avec cette voie, et donc indirectement capables de
modifier le métabolisme du fer, seront probablement identifiées ces prochaines années. Ainsi
récemment, I'héparine a été montrée comme capable de réprimer I'hepcidine, in vivo, dans le foie de
souris, tout comme in vitro, dans des cellules hépatomateuses, par un mécanisme impliquant la
séquestration de BMP6 et le blocage de la signalisation SMAD [113]. En outre, chez 'homme, les
auteurs montrent une forte réduction de I'hepcidine sérique chez cinq patients traités par I'héparine
(traitement utilisé pour prévenir une thrombose veineuse), avec une augmentation concomitante du
fer sérique. Ces données montrent donc pour la premiere fois un réle méconnu de I'héparine dans la
régulation de I'homéostasie du fer.

Dans les situations pathologiques ou la production d’hepcidine est faible (hémochromatose
classique, thalassémie...), les tissus se chargent progressivement en fer conduisant a leur
destruction. Toute thérapeutique visant a augmenter la production d’hepcidine (comme nous I'avons
vu dans le cas des thalassémies [44]) ou I'utilisation d’agonistes de la molécule sera certainement
bénéfique. A l'inverse, certaines anémies chroniques inflammatoires (infections, rhumatisme,
insuffisance rénale, cancer) pourraient s’expliquer par un taux anormalement élevé d’hepcidine. De
méme, chez les patients souffrant d’'IRIDA, des taux inappropriés d’hepcidine ont été rapportés. Dans
ces conditions, des antagonistes de I'hepcidine ou des inhibiteurs de sa synthese devraient trouver
leur place dans le traitement de ces anémies inflammatoires, en particulier I'anémie de I'insuffisance
rénale. Dans cette lignée, un succes du traitement d’une anémie inflammatoire induite par infection a
Brucellia par I'utilisation d’anticorps anti-hepcidine a réecemment été rapporté [114].

QOutre son utilisation en thérapeutique, I'utilisation de I'hepcidine comme marqueur biochimique (de
méme que la ferroportine comme nous I'avons vu pour le cancer du sein) sera probablement trés utile
pour le suivi des maladies liées au métabolisme du fer.
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Introduction

Les surcharges en fer peuvent étre génétiques ou acquises. Les surcharges génétiques (Tableau 1) sont
rares et se répartissent en (i) surcharges hémochromatosiques qui, relevant d’'une méme
physiopathologie (carence en hepcidine), présentent un phénotype commun et dont la forme liée a
latteinte du gene HFE est, de loin, la plus fréquente et (i) surcharges non hémochromatosiques,
exceptionnelles, de physiopathologie et d’expression plus variées. Les surcharges acquises, bien plus
communes, sont le fait d’affections hématologiques (voir Chapitre 4), métaboliques ou hépatiques
impactant le métabolisme du fer. Une telle classification est toutefois schématique, facteurs génétiques et
acquis se mélant pour moduler I'expressivité clinico-biologique de la surcharge. Lhyperferritinémie est le
mode d’expression biologique le plus commun de I'exces de fer mais elle ne saurait &tre synonyme de
surcharge en fer et, encore moins, d’hémochromatose. L'imagerie par résonance magnétique (IRM) et les
outils de génétique moléculaire en autorisent maintenant un diagnostic étiologique précis et non vulnérant.

Surcharges génetiques

Hémochromatoses

Les hémochromatoses sont le fait d’une carence absolue ou relative en hepcidine, hormone d’origine
hépatique régulant la sortie cellulaire du fer, par atteinte, soit du géne méme de I'’hepcidine, soit d’un
des genes impliqués dans la cascade mettant en ceuvre la synthese de I'hepcidine (figure 1).

Figure 1 : Génes en cause dans les surcharges en fer primitives (HFE, RTF2, HJV, HAMP) et physiopathologie
faisant intervenir soit une diminution d’expression de I’hepcidine (a gauche) soit une perte de sensibilité de

la ferroportine a I’hepcidine (a droite). Tf = transferrine - FNLT = Fer non lié a la transferrine.

HFE - RTf2

HJV - HAMP
“ HEPCIDINE

Ferroportine
T |-‘ Type B)
o '
L
- ]
B
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X Surcharge parenchymateuse
Ferroportine (== Fer (foie, pancréas, coeur, hypophyse...)
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Cette carence induit une hyperabsorption digestive et une fuite macrophagique du fer. Il s’ensuit une
élévation du fer plasmatique et, de ce fait, une augmentation de la saturation de la transferrine,
laquelle est a l'origine de I'apparition d’une forme particuliere de fer circulant, le fer non li¢ a la
transferrine (FNLT). Ce dernier est le responsable direct de la surcharge en raison de l'avidité des
parenchymes a son égard. Le phénotype hémochromatosique est donc caractérisé par une
augmentation de la saturation de la transferrine et une surcharge parenchymateuse en fer de
localisation essentiellement hépatique, endocrine et cardiaque (figure 2).

Figure 2 : Histoire naturelle de ’hémochromatose HFE en 5 stades. Seule ’lhomozygotie C282Y est suscepti-
ble d’induire une hémochromatose-maladie mais sa pénétrance est faible en raison de l'intervention de dif-
férents facteurs, acquis ou génétiques, modifiant 'importance de I’excés de fer et/ou la réponse tissulaire a
la surcharge. BMP : bone morphogenic protein - CHC : carcinome hépatocellulaire - HAMP : human anti-
microbial peptide (hepcidine) - HJV : hémojuvéline IPP : inhibiteurs de la pompe a protons - MnSOD : man-
ganése superoxide dismutase - Sat Tf : saturation de la transferrine - TGF : transforming growth factor.

Homozygotie C282Y
Hétérozygotie composite /
Autres génotypes HFE CHC
Cardiopathie
Diabéte
Cirrhose
Arthropathie
Asthénie
Prédisposition génétique H Expression biochimique | | Expression clinique
Stade 0 Stade 1 ‘ Stade 2 : Stade 3 | Stade 4
Exces de fer Lésions viscérales
Facteurs
modificateurs
. YR ) =l Alcool - Obésité
Acquis Surpoids Stéatose
Médicaments (IPP)
Sexe Polymorphismes
Génétiques Digénisme (HFE/HJV/HAMP) TGF-$31, MnSOD
Polymorphismes BMP, HAMP.. Toll like receptor...

La grande majorité des tableaux hémochromatosiques est le fait de I'atteinte du gene HFE, les
hémochromatoses non HFE demeurant exceptionnelles (Tableau 1).
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Tableau 1 : Différents types d’hémochromatose.

EEmE Age de  Saturation
Type (chromo-  Hérédité début  transferrine Principaux signes
some)
Surcharges de I’hépatocyte
. Articulations Foie
HFE Augmentée
60213 Récessive Adulte 9 (cirrhose -
(6p21.3) o cancer)
Formes Récepteur Augmentée
Padul 3 transferrine 2 Récessive  Adulte Foie
de I'adulte (7022) ++
SLC40A1 ’ Foie (surcharge
Augmentée
4B  (ferroportine) Dominante  Adulte "g hépatocytaire -
(2032) o risque de cirrhose)
- I A 2 Cceur - Foie (cirrhose)
éemojuvéline . . . ugmentee  Glandes endocrines
2A (1p21) Récessive Adulte jeune . (diabste
Formes et hypogonadisme)
juvéniles . ¥y " e Coeur - Foie (cirrhose)
epcidine . . : ugmentee  Glandes endocrines
2B (19g13.1) Récessive Adulte jeune . (diabéte
et hypogonadisme)
Surcharges du macrophage
Maladie de la
ferronorting Foie (surchar-
) > SLC40A1 , Normale ou  ge kupfférien-
(hémochroma- Dominante Adulte L ,
(2032) peu élevée ne sans risque
tose de type de cirrhose)
4A)

Hémochromatoses HFE

Epidémio-génétique

La maladie étant transmise selon un mode autosomique récessif, seuls les individus présentant leurs
2 genes HFE mutés sont a risque de la développer. Un sujet malade (= homozygote) nait donc, le plus
souvent, du mariage entre 2 hétérozygotes. Toutefois, en raison de la fréquence de la mutation au
sein de la population générale, les mariages entre un hétérozygote et un homozygote peuvent parfois
étre rencontrés (transmission pseudo-dominante).

La mutation C282Y (ou p.Cys282Tyr) est majoritairement en cause. Dans les populations d’origine
européenne, sa fréquence alléligue moyenne est de 6,2% avec un gradient décroissant nord = sud
et ouest » est (12,5% en Irlande » 0% en Europe du sud). La fréquence de I’homozygotie C282Y qui
en est déduite (0,38%, soit 1 : 260 individus) est nettement supérieure a celle de la maladie
hémochromatosique. Une telle discordance indique que ce génotype a une pénétrance biologique
incompléte (environ 50% chez la femme et 80% chez 'homme) et une pénétrance clinique faible
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(de I'ordre de 1% chez la femme et de 30% chez 'lhomme). L’homozygotie C282Y apparait ainsi
comme une condition nécessaire mais non suffisante au développement d’'une hémochromatose
HFE, ce qui suggére 'existence de co-facteurs, génétiques ou acquis, susceptibles d’en moduler
I'expressivité. De tels co-facteurs peuvent impacter : (i) I'exces de fer lui-méme en agissant sur la
synthése d’hepcidine comme certains polymorphismes géniques, la consommation d’alcool ou le
syndrome métabolique et (i) I'expression viscérale de la maladie comme les polymorphismes de la
manganese superoxide dismutase (risque de cardiomyopathie) ou du transforming growth factor b 1
(risque de cirrhose), I'alcool et le syndrome métabolique (risque d’hépatopathie) (figure 2). Dans les
populations non caucasiennes, la mutation C282Y est tout a fait exceptionnelle.

Parmi les autres mutations HFE décrites, (i) les unes sont tout a fait exceptionnelles mais peuvent
rendre compte d’'un phénotype hémochromatosique parfois majeur et (ii) les autres sont fréquentes
mais leur responsabilité dans le développement d’une surcharge en fer est nulle, faible ou discutée ;
il en va ainsi de la mutation H63D (p.His63Asp) qui, méme a I’état homozygote, n’est pas susceptible
d’induire une hémochromatose-maladie mais qui, dans le cadre d’'une hétérozygotie composite
C282Y-H63D, s’associe, dans 25% des cas, a une discrete surcharge en fer sans traduction clinique
en dehors de la présence de facteurs de co-morbidité tels un alcoolisme chronique ou un syndrome
métabolique.

Histoire naturelle et expression clinique

Cing stades de gravité croissante ont été décrits a la maladie (figure 2) mais il faut souligner que,
I’histoire naturelle de ’lhémochromatose n’étant pas linéaire, le passage de 'un a I'autre est loin d’étre
constant. Les formes peu exprimées sont aujourd’hui la regle en raison du caractere de plus en plus
précoce du diagnostic i€ a une meilleure connaissance de la maladie et a la systématisation des
bilans biologiques et des enquétes familiales. Toute forme majeure d’hémochromatose chez un sujet
homozygote C282Y doit faire rechercher un co-facteur acquis ou génétique de surexpression
(figure 2).

Atteinte hépatique

Avant le stade de cirrhose, I'népatomégalie est un signe commun. L'anomalie biologique la plus
fréquente est une augmentation du taux sérique des transaminases chez pres d’un patient non
cirrhotique sur 2. Cette cytolyse prédomine sur les ALAT et demeure modeste. Toute élévation des
ALAT supérieure a 3 fois la limite supérieure de la normale doit faire rechercher un cofacteur
hépatotoxique (alcool, médicament, virus...). En I'absence d’un tel cofacteur, le développement d’une
cirrhose intervient pour des concentrations hépatiques en fer supérieures a 300 pmol/g. Cette
cirrhose se complique rarement d’insuffisance hépatocellulaire ou d’hypertension portale, sauf en
présence d’une autre cause de maladie chronique du foie. Les homozygotes C282Y qui boivent plus
de 60 g (voire 40 g) d’alcool pur par jour présentent un risque de cirrhose multiplié par un facteur 9.
La complication majeure de la cirrhose hémochromatosique est la survenue d’un cancer primitif du
foie qui rend compte du déces de 30 a 45% des patients hémochromatosiques. Il s’agit, dans plus
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de 80% des cas, d’'un carcinome hépatocellulaire et, dans les autres cas, d’un cholangiocarcinome
ou d’une tumeur mixte sans caractéristiques cliniques ou biologiques particulieres. Le risque d’un
patient cirrhotique de développer un cancer primitif du foie a été estimé 200 fois supérieur a celui de
la population générale. Il persiste en dépit de I’'évacuation de I'excés de fer des lors qu’une cirrhose
est installée. Des facteurs de risque additionnels existent : sexe masculin, &ge supérieur a 50 ans,
stigmates d’une infection virale B ou C et présence, sur la biopsie initiale, de foyers hépatocytaires
dépourvus de fer. Plus de la moitié des patients qui présentent de tels foyers évoluent vers un
carcinome hépatocellulaire.

Atteintes extra-hépatiques

Signes généraux

La fatigue est un des premiers symptédmes de la maladie. Elle concerne plus de la moitié des patients
et motive fréquemment un bilan martial dans I’'hypothése d’une carence martiale. Dans ce contexte,
'augmentation des parameétres sériques en fer est souvent mal interprétée et le retard au diagnostic
peut atteindre 10 ans.

Signes cutanéo-phanériens

Une mélanodermie grisatre est observée chez plus de la moitié des patients de carnation brune. Elle
prédomine au niveau des zones découvertes, des organes génitaux et des cicatrices. Icthyose,
leuconychie (coloration blanche des ongles) et platonychie (aplatissement voire incurvation des
ongles) sont des signes classiques de méme qu’un aspect glabre chez ’lhomme.

Atteinte ostéo-articulaire

Volontiers révélateurs, notamment chez la femme, les signes ostéo-articulaires ne sont pas corrélés
a I'importance de la surcharge en fer. Isolés, ils exposent, comme I'asthénie, a un retard diagnostique
de plusieurs années.

Atteinte articulaire

Les lésions articulaires de I’'hémochromatose engagent gravement le pronostic fonctionnel. Leur
prévalence varie de 28 a 81%. Les petites articulations distales sont particulierement concernées et,
notamment, les métacarpophalangiennes et les interphalangiennes proximales des deuxiemes et
troisiemes doigts (signe de la poignée de main douloureuse). D’autres articulations peuvent étre
touchées dont les poignets, les chevilles et, plus rarement, les hanches, les genoux et les épaules.
Les symptdmes consistent en des arthralgies de rythme plutét inflammatoire, évoluant par poussées
avec, dans 5 a 10% des cas, des acces aigus pseudo-goutteux. Dans les formes évoluées, les
articulations sont déformées et I'impotence fonctionnelle peut devenir majeure. Radiologiquement,
diminution de I'espace articulaire, ostéopathie sous-chondrale kystique, sclérose et ostéophytose
s’associent diversement. Des Iésions de chondrocalcinose sont présentes dans 4 a 38% des cas.
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Atteinte osseuse

Il s’agit d’'une ostéopénie fréquente et, en regle, latente mais qui (i) peut étre responsable de fractures
rachidiennes dans 2 a 18% des cas et (i) s’inscrit au dessous du seuil ostéodensitométrique
fracturaire dans 9 a 45% des cas.

Atteintes endocriniennes

Dominées par le diabete et I'atteinte hypophysaire, elles témoignent toujours d’une affection évoluée.

- Diabéte. Il est devenu rare (moins de 10% des hémochromatoses au moment du diagnostic). C’est
un élément pronostique indépendant majeur de la maladie, la survie des hémochromatosiques
diabétiques étant clairement amputée alors que celle des sujets hémochromatosiques non
diabétiques est quasi-identique a celle de la population générale. Son mécanisme est double par
insulinorésistance d’origine hépatique et, a un moindre degré, musculaire et par insulinopénie
secondaire a la destruction des cellules b pancréatiques par la surcharge.

- Atteinte antéhypophysaire. Sa traduction principale est I’'hypogonadisme qui, chez ’homme, est
présent dans 12 a 38% des cas au moment du diagnostic et s’exprime, cliniguement, par une
diminution de la libido, voire une impuissance, une atrophie testiculaire et une dépilation et,
biclogiquement, par une diminution de la testostéronémie.

Atteinte cardiaque

Elle est classique mais, en réalité, exceptionnelle. Dans ses formes évoluées, elle se traduit par (i) des
troubles du rythme cardiaque et/ou (i) une insuffisance cardiaque congestive avec gros coeur. Le plus
souvent, elle se limite a des anomalies échocardiographiques.

Diagnostic

Suspecté devant la perturbation du bilan martial sérique et, plus particulierement, une augmentation
de la saturation de la transferrine, le diagnostic d’hémochromatose est a présent facilement posé par
la recherche de la mutation C282Y.

Bilan martial sérique

Sidérémie et saturation de la transferrine. Une sidérémie supérieure a 30 pmol/l et une saturation de
la transferrine au dela de 45% sont la régle au cours de I'hémochromatose. Il s’y associe une
hypotransferrinémie modérée de I'ordre de 1,5 — 1,9 g/l. Dans les formes les plus exprimées, la
sidérémie excede volontiers 35 umol/l alors que la saturation de la transferrine est rapidement totale.
Il faut toutefois connaitre (i) la possibilité de faux négatifs en cas de syndrome inflammatoire ou de
syndrome meétabolique associé et (i) les fréequents faux positifs en rapport avec de mauvaises
conditions pré-analytiques (hémolyse dans le tube), une lyse cellulaire (cytolyse hépatique, hémolyse,
myolyse...) et/ou une maladie hépatique (déficit de synthese hépatique de la transferring). La
saturation de la transferrine n’en demeure pas moins le meilleur test d’orientation diagnostique. A tel
point qu’en I'absence de syndrome inflammatoire, sa normalité permet d’écarter le diagnostic avec
une quasi-certitude.
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Ferritinémie. Le taux de ferritine sérique renseigne sur I'importance du stock en fer de I'organisme.
Au cours de I'hémochromatose, il dépasse volontiers 500 ng/ml chez la femme et 1000 ng/ml chez
’'homme. Il peut cependant étre normal dans les formes non ou faiblement surchargées. Les faux
positifs de ce dosage sont particulierement fréquents : consommation excessive d’alcool, syndrome
polymétabolique, lyse cellulaire, syndrome inflammatoire et syndromes d’activation macrophagique,
tumeurs, thésaurismoses macrophagiques (maladie de Gaucher) et mutations sur le géene de la L
ferritine avec ou sans cataracte associée.

Autres tests sériques. Le dosage du récepteur soluble de la transferrine est passé en routine car |l
donne un reflet fidele du stock martial, notamment en cas de syndrome inflammatoire associé, mais
il est exceptionnellement utile a la prise en charge de ’lhémochromatosique. Les dosages du fer non
lié a la transferrine et de sa forme potentiellement toxique, le LPI (labile plasma iron), qui apparait
lorsque la saturation de la transferrine excede 75%, demeure du domaine de la recherche clinique.

Recherche de la mutation C282Y

En situation de suspicion de surcharge en fer, cette recherche est indiquée si — et seulement si — la
saturation de la transferrine est élevée. Elle implique I'obtention d’'un consentement écrit. Le test
repose sur une PCR qui, lorsque les amorces sont correctement choisies et les conditions techniques
— notamment de température — respectées, conduit a un résultat tres fiable. L’homozygotie C282Y
permet d’affirmer le diagnostic d’hémochromatose HFE. Son absence permet quasiment de I'écarter.

Bilan pré-thérapeutique

Le diagnostic d’hémochromatose HFE implique la réalisation d’un bilan pré-thérapeutique
comportant (i) un examen clinique allant a la recherche des diverses manifestations de la maladie, (ii)
une détermination de la glycémie a jeun et (i) un électrocardiogramme. D’autres examens peuvent
s’avérer nécessaires en fonction du contexte :

Biopsie hépatique. Chez I'hnomozygote C282Y, la biopsie hépatique n’a plus d’intérét que
pronostique. Elle a pour but d’identifier une éventuelle cirrhose dont la présence modifierait la prise
en charge ultérieure en raison du risque de carcinome hépatocellulaire qui lui est associé. Les
homozygotes C282Y dont le foie n’est pas augmenté de volume, dont la ferritinémie est inférieure a
1000 pg/L et dont les ASAT (et non les ALAT) sont normales n’ayant jamais de fibrose en pont ni de
cirrhose, la biopsie hépatique est maintenant réservée aux malades qui ne réunissent pas ces trois
criteres. Il est vraisemblable que, dans un proche avenir, la validation de marqueurs biochimiques, tel
le dosage sérique de I'acide hyaluronique ou physiques, telle I'élastométrie, conduira a réduire
davantage I'indication de la biopsie hépatique chez 'homozygote C282Y.

IRM hépatique. La quantification exacte de la charge hépatique en fer n’est pas une nécessité chez
I’lhomozygote C282Y. Il est par contre licite de proposer une IRM au sujet de plus de 45 ans fortement
surchargé de fagon a dépister un éventuel nodule dépourvu de fer - et donc en hypersignal relatif -
ayant valeur de lésion (pré)néoplasique.
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Ostéodensitométrie osseuse. En raison de la fréquence de l'ostéoporose au cours de
I’'hémochromatose, il est recommandé de réaliser une ostéodensitométrie osseuse chez les sujets
hémochromatosiques, notamment les femmes, de plus de 40 ans.

Les autres examens (dosage sérique de la testostérone, échocardiographie, radiographies
articulaires...) ne sont envisagés qu’en cas de symptomatologie d’appel.

Traitement
Traitement de la surcharge

Phlébotomies. Elles demeurent le traitement de référence de I’lhémochromatose car elles sont bien
tolérées et efficaces.

Conduite. 1l s’agit de phlébotomies de 5 a 7 ml/kg (sans dépasser 550 ml par saignée). Elles sont
hebdomadaires dans une premiere phase, dite d’attaque ou de déplétion, jusqu’a I'obtention d’une
ferritinémie inférieure a 50 pg/l. Cette phase peut durer de quelques semaines a plus de deux ans, en
fonction de I'importance de la surcharge initiale. Elle est suivie d’'une phase d’entretien qui dure a vie
et consiste en des soustractions dont le rythme est individualisé de fagon a maintenir la ferritinémie
inférieure a 50 pg/l. Une phlébotomie tous les mois a tous les 4 mois suffit alors, sachant que ()
pendant la grossesse, le traitement est suspendu, (i) au moment de la ménopause, le rythme et/ou
le volume des phlébotomies doivent étre ajustés aux nouvelles conditions physiologiques et (i) chez
les sujets agés, il est d’usage de réduire le volume unitaire des soustractions a 150 — 250 cc.

Indication. La mise en ceuvre du traitement déplétif est recommandée des lors ou la ferritinémie
excede 200 pg/L chez la femme et 300 pg/L chez 'lhomme. Jusqu’a ces seuils, il est possible de se
contenter d’une simple surveillance.

Tolérance. Elle est en regle excellente pour peu que 'on varie les points de ponction et que 'on
prenne soin de faire abondamment boire le sujet a chaque phlébotomie. Elle est suivie par la prise de
la tension artérielle avant et apres chaque soustraction sanguine et une numération formule sanguine
mensuelle ou bimensuelle pendant le traitement d’attaque et avant chaque saignée pendant la phase
d’entretien. Une héemoglobinémie < 11 g/dl contre-indique la soustraction sanguine.

Efficacité. Elle est suivie sur I’évolution du taux de ferritinémie, demandé tous les mois en début de
traitement d’attaque, puis toutes les 2 saignées lorsque ce taux est passé au dessous de 300 pg/I
chez I’homme ou de 200 pg/I chez la femme.

Modalités pratiques. Les phlébotomies peuvent étre réalisées au sein des consultations hospitalieres
et dans les EFS mais aussi dans les laboratoires de biologie médicale, dans le cabinets médicaux et
infirmiers et, méme, au domicile du malade dés lors ou elles bénéficient d’'un encadrement médical
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de proximité. La tenue d’un carnet de suivi que le patient présentera a chaque consultation est
impérative. Y seront consignés, les dates et volumes des phlébotomies, la tension artérielle
avant/aprés saignée, les résultats des examens biologiques de surveillance et tout incident
intercurrent.

Résultats.

Vis-a-vis de la survie. Les sujets diagnostiqués et traités avant le stade des complications viscérales
(cirrhose, cardiomyopathie et diabéte) ont une espérance de vie identique a celle de la population
générale.

Vis-a-vis des atteintes viscérales. L'asthénie et la mélanodermie s’atténuent progressivement pour
disparaitre. L’hépatomégalie et la cytolyse régressent de méme que, fréequemment, la fibrose. La
question reste toutefois posée du risque résiduel de cancer du foie chez ces patients. ['atteinte
cardiaque répond particulierement bien au traitement déplétif. Les manifestations articulaires sont peu
influencées par les phlébotomies et, une fois déclarées, paraissent évoluer pour leur propre compte.
Il en va de méme pour le diabéte insulino-requérant alors que, dans 50% des cas, les troubles
mineurs de la glycorégulation régressent avec I'élimination de la surcharge. Quant a
I’lhypogonadisme, il s’améliore rarement sous I'effet des seules phlébotomies.

Mesures associées. Il n’est pas certain qu’un régime pauvre en fer soit, a long terme, bénéfique. La
consommation de thé qui réduit I'absorption intestinale de fer peut étre conseillée car elle permet
I'espacement des phlébotomies. La constatation d’'une macrocytose peut motiver la mise sous acide
folique.

Traitement des complications

Complications hépatiques

Un sevrage total en boissons alcoolisées pendant la phase d’attaque est recommandé mais rien
n’indique que, par la suite et en I'absence de fibrose, la reprise d’'une consommation raisonnable soit
préjudiciable. La transplantation hépatique peut étre indiquée en cas () de maladie hépatique
terminale, le plus souvent alors dans le cadre d’'une hémochromatose compliquée d’alcoolisme ou
d’une infection virale, et/ou (i) d’'un carcinome découvert lors du dépistage systématique mis en
place chez tout patient cirrhotique.

Complications extra-hépatiques

Elles réclament une prise en charge classique. Certaines précautions doivent toutefois étre prises. La
supplémentation vitaminique C doit étre évitée en début de traitement déplétif dans la mesure ou elle
pourrait précipiter une décompensation cardiaque en mobilisant le fer de facon massive. Le
traitement de I’'hypogonadisme peut faire appel aux androgenes deés lors ou leur administration se fait
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par voie transcutanée et a doses physiologiques, les autres formes d’androgénothérapie étant
suspectées d’aggraver le risque de cancer hépatique.

Dépistage
Dépistage familial

Sujets concernés et modalités

Adultes apparentés au 1€ degré (= parents, fratrie et descendants). Le dépistage doit étre
phénotypique (= recherche de signes cliniques et biologiques de surcharge en fer) et, si possible,
génotypique (= recherche de la mutation C282Y, laquelle est maintenant, dans ce cadre, remboursée
par la sécurité sociale). En effet, d’'une part, les anomalies du bilan martial sont fréquentes en dehors
de 'hémochromatose et, d’autre part, I'expressivité de la maladie est trés variable, notamment chez
la femme non ménopausée qui, dans 30% des cas, a une saturation de la transferrine encore normale
voire basse. Le risque est donc, d'un co6té, d’attribuer a tort a une hémochromatose des
perturbations clinico-biologiques d’une autre nature et, de l'autre, de faussement rassurer un(e)
authentique homozygote. D’apres la loi frangaise, seul le probant est habilité a contacter ses
apparentés pour les engager a bénéficier d’un dépistage. C’est dire I'importance de sa bonne
information initiale sur la maladie, son traitement et I'enjeu d’un diagnostic précoce.

Enfants du probant. Il est recommandé soit d’attendre I'dge de 18 ans pour engager le dépistage
('hnémochromatose est une affection de I’age adulte), soit de proposer au conjoint une recherche de
la mutation C282Y afin de préciser leur risque d’étre hémochromatosiques.

Conséquences thérapeutiques

Homozygotie C282Y. Les recommandations édictées en France sous I'égide de la Haute Autorité de
Santé rejoignent celles émises aux USA et en Europe. Si la ferritinémie est inférieure a 200 g/l chez
la femme ou 300 pg/l chez I’'homme, une simple surveillance est proposée, tous les 3 ans tant que
la saturation de la transferrine demeure normale puis tous les ans lorsqu’elle est augmentée. Au dela
de ces taux, un traitement déplétif est mis en ceuvre.

Hétérozygotie C282Y. En I'absence d’anomalie du bilan martial, le sujet peut étre rassuré et libéré de
toute surveillance, car il n'est pas a risque de développer une hémochromatose-maladie. En cas
d’élévation de la saturation de la transferrine et/ou de la ferritinémie, un bilan diagnostique est mis en
ceuvre qui peut déboucher sur le diagnostic d’hétérozygotie composite ou de surcharge non
hémochromatosique. En cas d’hétérozygotie composite C282Y/HB3D, un court programme de
phlébotomies peut étre engagé et suivi d’une simple surveillance. Le génotypage du conjoint est
souhaitable de fagon a dépister un éventuel risque d’homozygotie dans la descendance.
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Absence de mutation C282Y. Si le bilan martial est normal, le sujet doit étre rassuré et libéré de toute
surveillance. En cas d’élévation de la saturation de la transferrine et/ou de la ferritinémie, un bilan
diagnostique est mis en ceuvre.

Dépistage de masse

L’hémochromatose répond aux criteres qui sont habituellement retenus pour justifier un dépistage
systématique. A ce jour, aucun pays n’a toutefois mis en oceuvre un tel dépistage, les réticences
tenant, outre aux aspects économiques et logistiques du probleme, a la crainte d’un impact psycho-
social négatif (risque de discrimination génétique), a la faible pénétrance de la maladie et a la difficulté
de choisir entre les stratégies phénotypique et génotypique. Les recommandations actuelles sont (i)
de diffuser auprés du public et des médecins une large information sur les signes précoces de la
maladie, (ii) d’effectuer, a la moindre suspicion, un dosage de la saturation de la transferrine et (iii) de
mener a bien I’enquéte dans la famille de tout proband.

Hémochromatoses non HFE

Hémochromatoses juvéniles

Transmises sur un mode autosomique récessif, les hémochromatoses juvéniles s’expriment, parfois
bruyamment, chez I'adolescent ou le jeune adulte, par une insuffisance gonadotrope, une insuffisance
cardiaque et une cirrhose qui, en regle, répondent bien a un vigoureux traitement par phlébotomies
éventuellement associé a une chélation. Sur le plan génétique, on distingue 2 types
d’hémochromatose juvénile, I'une liée a I'atteinte du gene de ’hepcidine et I'autre secondaire a celle
du géne de 'hémojuvéline.

Hémochromatoses de I’adulte

L'atteinte du géne du récepteur 2 de la transferrine induit un tableau tout a fait superposable a celui
de I'hémochromatose HFE.

Certaines formes exceptionnelles de maladie de la ferroportine (cf ci-apres) au cours desquelles la
mutation du géne de la ferroportine rend la protéine insensible a 'action de I’hepcidine, créent les
conditions d’un relargage massif de fer dans le secteur plasmatique et résultent en un tableau
d’hémochromatose parfois sévere.

Surcharges en fer non hémochromatosiques

Elles sont le fait de troubles héréditaires du métabolisme du fer et de surcharges acquises dites
secondaires (voir Chapitre 4).
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Surcharges acquises

Apport excessif en fer

"apport régulier et prolongé de fer peut étre responsable d’une surcharge en fer et induire un tableau
phénotypique proche de celui de ’hémochromatose comme cela a été démontré chez des coureurs
cyclistes professionnels abusivement supplémentés en fer.

Syndrome métabolique

Décrite chez des sujets non alcooliques d’age mdr, essentiellement masculins, I'hépatosidérose
dysmétabolique est définie par I’'association (i) d’'une surcharge hépatique en fer inexpliquée et (i) d’'un
contexte dysmétabolique associant surpoids (avec répartition androide des graisses) et/ou
hypertension artérielle et/ou dyslipidémie (hypertriglycéridémie, essentiellement) et/ou intolérance aux
hydrates de carbone voire diabéte non insulino-dépendant. La biologie fonctionnelle hépatique est
normale ou peu perturbée (hyper gamma GT isolée ou associée a une discret courant cytolytique en
ALAT). L'hyperferritinémie est souvent plus importante que ne le voudrait la seule surcharge, laquelle
est, en régle, discrete (de I'ordre de 100 umol/g) et mixte, hépatocytaire et mésenchymateuse. Dans
la moitié des cas, coexiste une stéatose, voire une hépatite stéatosique et, dans 10 a 15% des cas,
une fibrose en pont ou une cirrhose. Un traitement déplétif est d’ordinaire engagé apres
démonstration de la réalité de la surcharge par la biopsie ou I'lRM et la désaturation obtenue
rapidement apres la soustraction de 1,5 a 3 g de fer par des saignées espacées de 10 a 15 jours. Le
mécanisme de la surcharge est encore mal compris mais un trouble primitif de la synthese de
I’hepcidine apparait peu vraisemblable.

Maladies chroniques du foie

Au cours des hépatopathies non cirrhotiques, hyperferritinémie et, a moindre degré, élévation de la
sidérémie et de la saturation de la transferrine sont fréquentes. Ces anomalies témoignent, en régle,
de la seule activité nécrotico-inflammatoire de I’hépatopathie quelle qu’en soit la cause mais aussi,
parfois, d’une authentique surcharge en fer. Celle-ci est alors modérée (de I'ordre de 100 pmol/g) et
mixte, hépatocytaire et kupfférienne. A son origine est évoquée, tout au moins pour ce qui concerne
I'alcool et le virus de I'hnépatite C, une inhibition de la synthese d’hepcidine par le facteur causal de
I’hépatopathie. Leffet aggravant de la surcharge vis a vis de I'évolution de la maladie et, notamment,
de la fibrose est possible mais non clairement démontré. La déplétion martiale naméliore pas la
réponse prolongée au traitement antiviral dans I'hépatite C chronique mais la ferritinémie est un
facteur prédictif indépendant de cette réponse.
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Toute cirrhose est susceptible de se compliquer d’une surcharge en fer progressive jusqu’a en
imposer, a un stade évolué de la maladie, pour une hémochromatose. Cette surcharge est en effet
essentiellement parenchymateuse mais, contrairement a celle de ’'hémochromatose, elle se distribue
de fagon tres hétérogéne d’un nodule a I'autre et respecte le tissu fibreux, les vaisseaux et les canaux
biliaires. Les mutations HFE n’ont pas d’implication significative dans la constitution de ce type de
surcharge dont le mécanisme ferait plutét intervenir, outre I’étiologie de la cirrhose (cf ci-dessus), une
moindre synthése de la transferrine et de I’hepcidine par insuffisance hépatocellulaire et
I’'augmentation du fer non li¢ a la transferrine qui en résulte.

Porphyrie cutanée tardive

La porphyrie cutanée tardive (PCT) est liée a une diminution de I'activité de I'uroporphyrinogene
décarboxylase. Cette enzyme de la chaine de synthése de I’héme est inactivée de fagon réversible
par un processus fer-dépendant. La PCT est marquée par des signes cutanés a type de
photosensibilité, de fragilité épidermique et de bullose. L'expression clinique de la maladie requiert
I'intervention de co-facteurs tels I'alcool, la prise d’oestrogénes, une hépatopathie ou le fer. De fait,
une hépatosidérose mixte et, en régle, peu marquée est retrouvée dans 60 a 70% des cas de PCT.
Les mutations HFE semblent conférer une susceptibilité particuliere vis a vis de la PCT. La déplétion
martiale par soustractions sanguines régulieres conduit a I’'extinction des manifestations cutanées de
la maladie, méme chez les patients indemnes de surcharge hépatique en fer.

Diagnostic pratique d’une surcharge en fer

En clinique quotidienne, la question d’une surcharge en fer se pose face a une hyperferritinémie
repérée dans le cadre d’un bilan biologique réalisé a titre systématique (la ferritine fait, a tort, de plus
en plus frequemment partie des bilans de routine...) ou motivée par des symptdmes compatibles
avec une surcharge en fer (asthénie chronique, arthralgies, cytolyse, trouble de la glycorégulation....).
Les mécanismes conduisant a une hyperferritinémie sont au nombre de 2 : la lyse cellulaire
(essentiellement hépatique et musculaire) et I'augmentation de synthese par induction (alcool,
inflammation, surcharge en fer...) ou par dérégulation génétique (mutation sur le géne de la L ferriting).
Hyperferritinémie est donc loin d’étre synonyme de surcharge en fer.
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Figure 3 : Diagnostic d’'une hyperferritinémie. SAT = saturation de la transferrine, CHF = concentration

hépatique en fer, HSD = hépatosidérose dysmétabolique.

HYPERFERRITINEMIE

Alcool
Inflammation
Cytolyse

Dysmétabolisme

SAT > 45% (x2)

SAT < 45%

Homozygotie Autres CHF CHF
c282yY génotypes augmentée normale
C282Y/H63D HSD
Cirrhose Alcool
Dysmyélopoiese
Hémochromatose = Hémochromatose non HFE Ferroportine L Ferritine
HFE Mutations HFE rares Céruloplasmine

En pratique, 4 causes d’hyperferritinémie, parfois intriquées, prédominent. Il convient de les

considérer avant toute autre démarche car, du fait de leur extréme prévalence dans la population

générale, elles rendent compte de la grande majorité des cas d’hyperferritinémie identifiés dans le

cadre d’un bilan systématique.

- Le syndrome inflammatoire. Toute inflammation, qu’elle soit générale ou tissulaire, est susceptible

d’élever la ferritinémie. Dans cette situation, sidérémie et saturation de la transferrine sont

habituellement diminuées, ce qui doit orienter le clinicien. Mais ce n’est pas toujours le cas. Le

corollaire est qu’on ne peut pas interpréter valablement une hyperferritinémie sans disposer d’un

dosage de la C reactive protein (CRP) réalisé conjointement.

- Les lyses cellulaires. Toute cytolyse, quelle qu’en soit I'origine, hépatique, musculaire, et, a un

moindre degré, globulaire rouge ou médullaire, s’accompagne d’'une élévation de la ferritinémie

proportionnelle a I'importance de la destruction cellulaire. Linterprétation d’une hyperferritinémie

nécessite donc de disposer également d’un dosage des taux sériques des ASAT (muscle et foie) et

des ALAT (foie) ainsi que d’'une numération sanguine.
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- La consommation excessive d’alcool. 'alcool est susceptible d’augmenter la ferritinémie par un
meécanisme direct d’induction de sa synthése et par deux mécanismes indirects, I'un par toxicité
cellulaire (cytolyse) et I'autre par diminution de la production d’hepcidine. La détermination précise
de la consommation quotidienne d’alcool fait donc partie de I'enquéte étiologique d’une
hyperferritinémie. Lorsque cette consommation est excessive, il convient d’effectuer un test de
sevrage, dans la mesure ou cela s’avére possible : la ferritinémie diminue significativement voire se
normalise dans les 15 jours qui suivent I'arrét de I'alcool.

- Le syndrome métabolique. Une hyperferritinémie — en regle modérée, c’est-a-dire de I'ordre de
500 pg/l - est fréquente au cours du syndrome métabolique. Son taux est proportionnel au degré
d’insulino-résistance. Linterprétation d’une hyperferritinémie nécessite donc une bonne
connaissance du terrain métabolique (index de masse corporelle, tour de taille, tension artérielle,
bilans lipidique et glucidique...). Cette hyperferritinémie s’associe, dans la moitié des cas, a une
stéatose ou une stéato-hépatite conférant au foie un aspect hyperéchogene... lequel est souvent
décrit comme « foie de surcharge ». En fait, il s’agit bien d’un foie surchargé en graisse et non en
fer, la surcharge en fer ne modifiant pas I’échogénicité hépatique.

En 'absence de ces 4 causes principales, I'’enquéte doit se poursuivre articulée autour de la
détermination du coefficient de saturation de la transferrine. Cette détermination doit étre
effectuée dans de bonnes conditions techniques chez un patient a jeun prélevé sur le lieu de
réalisation du dosage, lequel fera appel, pour la transferrinémie, a une technique néphélométrique.
Quoigu’il en soit, en cas d’augmentation de la saturation, il est souhaitable de vérifier le résultat dans
la mesure ou tout un arbre décisionnel générateur de colts potentiellement importants en découle.

¢ Si la saturation de la transferrine est augmentée (> 45%)

- En présence d’'une maladie hépatique évoluée, il s’agit vraisemblablement d’une surcharge en fer
secondaire. Cette situation est fréquente, notamment dans les services d’hépatologie et en
condition de bilan pré-transplantation hépatique. Elle ne doit pas conduire a une recherche
systématique d’'une hémochromatose génétique lorsque la cause de la cirrhose est connue.

- En 'absence de maladie hépatique évoluée et aprés avoir discuté une possible dysmyélopoiese
compensée (sujet &gé, macrocytose, tendance anémique), le diagnostic d’hémochromatose
génétique est recevable et la recherche d’une homozygotie C282Y sur le gene HFE apparait tout a
fait justifiée. La mise en évidence d’une telle homozygotie signe le diagnostic d’hémochromatose
HFE. Son absence le fait rejeter et, devant un phénotype évocateur et, a fortiori, une ambiance
familiale de surcharge en fer, conduit a poursuivre I’enquéte par la recherche d’une
hémochromatose non HFE. Il est souhaitable qu’une telle enquéte soit pilotée par un centre
spécialisé. Elle est susceptible de déboucher, chez un sujet jeune, sur le diagnostic
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d’hémochromatose juvénile par mutation du gene de I’'hémojuvéline ou de I'hepcidine et, chez un
sujet adulte, sur I'identification d’une surcharge par atteinte du gene du récepteur de la transferrine
2 et, de fagon encore plus exceptionnelle, par mutation du gene de la ferroportine (Type B).

¢ Sj la saturation de la transferrine est normale voire abaissée

- Le diagnostic d’hémochromatose génétique n’est pas recevable. Il n’y a donc pas lieu de demander
un génotypage HFE (sauf en cas de syndrome inflammatoire chronique associé).

- Dans ces conditions, la question est posée de savoir si I'élévation de la ferritinémie témoigne ou non
d’une surcharge en fer. Pour y répondre, il est conseillé de réaliser une IRM hépatique qui, sous
certaines conditions techniques et d’appareillage, est une méthode fiable de détection et de
quantification de la charge hépatique en fer, laquelle est proportionnelle au stock en fer de
I’organisme :

en cas de surcharge en fer

si elle est modérée (c’est-a-dire < 120 ymol/g), il s’agit, le plus souvent, d’une
hépatosidérose dysmétabolique,

si elle est marquée, une surcharge génétique par mutation du gene de la ferroportine
(type A) ou de la céruloplasmine (Tableau 1) doit étre recherchée,

en I'absence de surcharge en fer,

il faut évoquer des causes exceptionnelles d’hyperferritinémie, soit acquises (maladie
de Gaucher, dysthyroidie, cancer...), soit génétique par mutation du géene de la L
ferritine responsable d’une hyperferritémie avec ou sans cataracte.

Conclusion

Un bon examen clinique prenant notamment en compte les parametres biométriques, une
appréciation correcte de la consommation d’alcool et la prescription de quelques examens
bioclogiques simples (NFS, ASAT, ALAT, CRP, saturation de la transferrine...) permettent d’aboutir au
diagnostic étiologique de la plupart des cas d’hyperferritinémie, lesquels, en pratique courante,
relevent rarement d’'une hémochromatose HFE et exceptionnellement d’une autre anomalie
génétique du métabolisme du fer. Il est important que cette démarche diagnostique initiale soit
correctement menée de facon a ne pas submerger les laboratoires de génétique moléculaire ainsi que
les centres de référence et de compétence de cas « tout venant » d’hyperferritinémie.
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Introduction

Deux mécanismes sont a l'origine d’une surcharge en fer dans les maladies hématologiques : les
surcharges en fer induites par une hyper absorption digestive du fer chez les patients non transfusés
(surcharge non transfusionnelle) et les surcharges secondaires aux apports de concentrés érythrocytaires
(CE) (surcharge post-transfusionnelle) [1]. Dans les maladies hématologiques se compliquant d’une
surcharge non transfusionnelle, I'hyper absorption est due en partie a la répression de la synthése
d’hepcidine sous I'effet de la dysérythropoiese et qui perdure malgré la constitution d’une surcharge en
fer (voir chapitre 2). Le fer apporté par la transfusion de CE s’accumule dans I'organisme du receveur.
Chaque CE apporte environ 200 mg de fer selon son volume. Les complications induites par la surcharge
martiale post-transfusionnelle apparaissent pour des apports de 400 a 500 mg/kg de poids. Lapport de
1000 mg/kg de poids est généralement considéré comme étant Iétal [2].

Les maladies hématologiques se compliquant
d'une surcharge en fer (ravieau 1)

A - Maladies hématologiques se compliquant d’une surcharge en fer non transfusionnelles

- Thalassémies intermédiaires (T1)

- Anémies sidéroblastiques congénitales ou acquises

- Certains déficits enzymatiques érythrocytaires (pyruvate kinase)
- Certaines dysérythropoieses congénitales

B - Maladies hématologiques se compliquant d’une surcharge en fer post-transfusionnelles

- Thalassémies majeures

- Certains syndromes myélodysplasiques

- Anémies de Blackfan - Diamond cortico - résistantes
- Erythroblastopénies acquises chroniques

- Certaines insuffisances médullaires globales

- Certains déficits enzymatiques érythrocytaires

- Certaines formes de drépanocytose
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Les maladies hématologiques se compliquant d’une
surcharge en fer non transfusionnelle

On désigne sous le terme de thalassémie intermédiaire (T) les formes de thalassémies caractérisées
par une production d’hémoglobine spontanée de plus de 8 g/dl. Ces malades ne sont pas transfusés.
La Tl est une définition clinique qui regroupe différentes formes génétiques de thalassémies : certaines
p-thalassémies homozygotes, certaines formes d’hémoglobinose H (thalassémie due a la défection
de trois genes a-globine), certaines E-p-thalassémies, ... Parmi les syndromes myélodysplasiques,
les anémies sidéroblastiques se compliquent spontanément d’une surcharge en fer par un
mécanisme similaire a celui des thalassémies. Le déficit enzymatique érythrocytaire homozygote ou
hétérozygote composite en pyruvate kinase, certaines dysérythropoieses congénitales et certaines
rares anémies sidéroblastiques congénitales se compliquent aussi d’'une surcharge en fer non
transfusionnelle.

Les maladies hématologiques se compliquant d’une
surcharge en fer transfusionnelle

La thalassémie majeure (TM) et 'anémie de Blackfan-Diamond corticorésistante sont deux maladies
hématologiques génétiques dont le traitement conventionnel exige des apports transfusionnels
importants. Compte tenu de la quantité de fer apportée, les complications de la surcharge martiale
peuvent apparaitre chez ces malades aprés deux a cing ans simplement de transfusions mensuelles
[3]. Tous les patients atteints de syndromes myélodysplasiques dépendant de la transfusion sanguine
développent une surcharge martiale post-transfusionnelle aggravée par I'hyper absorption digestive
du fer dans les formes comportant une dysérythropoiese. Certaines insuffisances médullaires
chroniques acquises (érythroblastopénie, insuffisance médullaire globale) traitées par la transfusion
sanguine au long cours développent une surcharge en fer. Environ 5% des malades atteints de
syndrome drépanocytaire majeur soumis a des programmes de transfusions sanguines régulieres
développent inéluctablement une surcharge en fer [4]. Enfin, des malades ayant bénéficié avec
succes d’une transplantation médullaire allogénique ou d’une chimiothérapie lourde pour une maladie
hématologique constitutionnelle (thalassémie, anémie de Blackfan-Diamond) ou acquise (hémopathie
maligne) développent une surcharge en fer post-transfusionnelle [5].

Retentissement organique de la surcharge en fer

Les principaux organes cibles de la surcharge en fer sont le cceur, le foie, les parenchymes endocriniens
(hypophyse, gonades, pancréas endocrine, thyroide, parathyroide), les articulations, les os et la peau.
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Certains organes sont électivement atteints dans I'hémochromatose génétique, par exemple, les
articulations des mains ; en revanche, la thyroide et la parathyroide sont plus volontiers atteintes au cours
des hémochromatoses post-transfusionnelles et ne font pas habituellement partie des organes cibles de
I’'hémochromatose génétique.

Complications cardiaques

L’hémosidérose cardiaque constitue la premiére cause de mortalité chez les patients atteints
d’hémochromatose post-transfusionnelle. Le déces peut survenir a partir d’'une dizaine d’années
simplement de transfusions mensuelles régulieres. La gravité du dysfonctionnement cardiaque est
considérée comme dépendant de la quantité de fer présente dans les fibres myocardiques et du
nombre de fibres surchargées. Lexpression clinique de I'atteinte cardiaque peut revétir plusieurs
aspects : hypertrophie ventriculaire, myocardie, insuffisance cardiaque congestive. Des épisodes de
péricardite surviennent fréquemment chez les patients surchargés en fer polytransfusés depuis plus
de 10 ans Mais ce sont surtout les troubles de la conduction — bloc atrioventriculaire ou bloc de
branches complet droit ou gauche — qui font la gravité de I'atteinte cardiaque [6]. Actuellement, les
complications cardiaques rendent compte de plus de 70% des décés dans la thalassémie majeure
[7]. Il existe une association entre le sexe et l'insuffisance cardiaque. En effet, les patients masculins
sont plus volontiers exposés au risque de développer une insuffisance cardiaque que les sujets
féminins. Dans le travail précité de C. Borgna-Pignatti I'age moyen de I'insuffisance cardiaque était de
16,6 ans (extrémes 7 a 25 ans). La probabilité de décés d’une cause cardiaque (insuffisance
cardiaque et arythmie) est également liée a la qualité du traitement chélateur du fer proposé aux
patients. Cette qualité s’est régulierement améliorée au cours de ces trente dernieres années. C’est
pour cette raison que la probabilité de déces d’une maladie cardiaque est différente selon I’age de
début des transfusions. Toujours dans I'étude de C. Borgna-Pignatti, a 'age de 20 ans, elle est de
2,5% 6,3% et 20% pour les patients nés entre 75-79, 70-74, 65-69 et 60-64 respectivement [7].

La détection précoce de I'atteinte cardiaque est la préoccupation constante des cliniciens traitant les
malades polytransfusés en vue d’intensifier le traitement chélateur du fer. Les malades doivent étre
régulierement évalués du point de vue cardiague avec les méthodes les plus précises : fraction
d’éjection isotopique systolique, fraction de raccourcissement mesurée en échocardiographie, IRM
appréciant la mesure de la relaxation T2* (voir ci-dessous), cette derniere technique fournissant une
relation entre la quantité de fer détectée dans le coeur et la fonction cardiaque [8].

Il'y a une vingtaine d’années, la survenue d’une poussée d’insuffisance cardiaque était synonyme de
déces dans les trois mois suivant I’événement. Aujourd’hui, I'intensification du traitement chélateur du
fer permet d’obtenir dans la majorité des cas une réversibilité de I'atteinte cardiaque avec des survies
qui peuvent dépasser la décennie.
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Complications hépatiques

Le foie est le premier organe cible de la surcharge en fer post-transfusionnelle. L’expression clinique
inconstante de I'atteinte hépatique est une hépatomégalie modérée. L'évolution vers I'hypertension
portale et I'insuffisance hépatocellulaire est rare. En revanche, la toxicité hépatique du fer s’exprime
sous la forme d’une fibrose qui précéde la constitution d’une cirrhose et le développement d’un
carcinome hépatique [9]. Le degré de surcharge et le délai d’exposition sont les deux facteurs
principaux qui participent a cette évolution aggravée par les contaminations virales post-
transfusionnelle. Apres I'atteinte cardiaque, I’atteinte hépatique représente I'une des toutes premiéres
causes de déces chez les malades polytransfusés surchargés en fer. Il est par conséquent important
de procéder a une mesure pondérale du fer hépatique soit par la ponction biopsie hépatique directe
soit, aujourd’hui par les méthodes d’imagerie tissulaire. Chez les malades polytransfusés, il est
souhaitable de maintenir le fer hépatique au-dessous d’un seuil de 7 a 10 mg par gramme de poids
sec de foie. Le seuil de 15 mg par gramme de poids sec de foie est considéré comme celui au-dela
duquel la fibrose commence a se former. Lorsqu’une fibrose est constituée, le traitement chélateur
du fer bien conduit peut stabiliser et éviter I'évolution vers la cirrhose [10]. Dans la série de
Cunningham et al publiée en 2004, les 342 patients atteints de thalassémie majeure avec un age
meédian de 20 ans (extrémes 1 a 51 ans), la prévalence de la cirrhose est estimée a 10%. Le suivi
hépatique des patients surchargés en fer fait appel a la mesure réguliere de I'alpha-foeto-protéine a
I’échographie cardiaque a la recherche de nodules cirrhotiques et a I'lRM pour évaluer I'évolution de
la surcharge en fer sous 'influence du traitement chélateur, ce dernier examen est devenu un élément
de la surveillance clinique des patients polytransfusés [11].

Complications endocriniennes

Le retard statural et le retard pubertaire dus a I’'hémochromatose ont été particulierement bien étudiés
chez les enfants et les adolescents thalassémiques [12]. Chez ces malades, plusieurs facteurs sont
invoqués a I'origine du déficit statural : I'anémie, les insuffisances hypophysaire et thyroidienne et le
retard pubertaire. La sécrétion de GH, évaluée par le pic de GH de stimulation pharmacologique est
normale. Le facteur de croissance IGF-1, GH dépendant, est diminué, témoignant d’une résistance
hépatique a I’hormone de croissance. Le retard ou I'absence de puberté est tres fréquent chez les
adolescents atteints de thalassémie majeure. L’hypogonadisme hypogonadotrope est également
fréquent chez les adultes souffrant d’hémochromatose. Ces complications posent une question sur
leur origine, centrale, hypothalamo-hypophysaire ou périphérie gonadique. Les cellules gonadotropes
de I'hypophyse semblent étre plus altérées que les autres cellules de cette glande. Les
gonadotrophines LH et FSH répondent mal a une injection de GnRH [13]. Les gonades sont souvent
préservées chez les patients surchargés en fer comme en témoigne la capacité des testicules a
sécréter de la testostérone sous I'effet de gonadotrophine chorionique et I'obtention d’ovulation lors
de stimulations ovariennes. Parfois, un hypogonadisme secondaire est constaté aprés un
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développement pubertaire normal, par exemple, chez la femme thalassémique, une aménorrhée
secondaire survenant entre 20 et 30 ans. L’hypothyroidie n’est pas exceptionnelle chez les malades
polytransfusés surchargés en fer de méme que I'’hypoparathyroidie dont la symptomatologie peut étre
sévere (hypocalcémie avec tétanie et décompensation d’un coeur déja altéré par la surcharge en fer).
La survenue d’un diabéte insulino-dépendant est une complication fréquente chez les malades avec
une surcharge en fer sévere [14]. Ce diabete est parfois précédé d’anomalies de sécrétion de
I'insuline comme nous I'avons indiqué ci-dessus. Le mécanisme d’insuffisance de sécrétion d’insuline
aggravé par linsulino-résistance chez les malades qui ont développé une cirrhose conduit
progressivement a un diabéte insulino-dépendant. Enfin, les insuffisances surrénales objectivées par
une diminution de la cortisolémie et de I’élimination des dérivés urinaires du cortisol sont inconstantes
et latentes ; elles peuvent étre révélées notamment a I’'occasion de stress infectieux.

Complications osseuses et articulaires

L'ostéoporose secondaire a I’hémochromatose est a I'origine de fractures pathologiques et de
nombreuses manifestations ostéoarticulaires [15]. Les arthropathies chroniques siégeant notamment
aux hanches et aux articulations métacarpo-phalangiennes sont courantes au cours de
I’'hémochromatose génétique. Ces deux dernieres localisations ne se voient pas au cours des
hémochromatoses post-transfusionnelles. En revanche, les atteintes vertébrales s’exprimant sous la
forme de douleurs dorso-lombaires sont habituelles chez les malades polytransfusés, de mécanisme
complexe (ostéoporose, hypocalcémie, hypovitaminose D, insuffisance hormonale) et de traitement
difficile.

Les méthodes d’évaluation de la surcharge en fer

La premiere estimation de la surcharge en fer est fondée sur I'histoire transfusionnelle des patients,
la durée des transfusions, leur nombre, leur fréquence et leur volume. Dans un second temps,
I’évaluation de la surcharge en fer fait appel a la mesure du fer et de la ferritine sériques et a I'imagerie
tissulaire.

Le fer sérique, le coefficient de saturation de la transferrine et la ferritine sérique sont les marqueurs
les plus utilisés en pratique courante. Les valeurs du fer sérique et de la ferritine sérique sont
augmentées dans les surcharges en fer. Le coefficient de saturation de la transferrine (rapport fer
sérique sur capacité totale de fixation de la transferrine) est un marqueur intéressant pour les
surcharges en fer débutantes largement utilisé pour leur dépistage. Cependant, lorsque la surcharge
est importante, on observe un plateau des valeurs du fer sérique et du coefficient de saturation qui
ne permet plus de préciser le degré de la surcharge en fer. C’est dire tout l'intérét de la ferritine
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sérique dont I'élévation est proportionnelle au stock en fer de l'organisme, quelle que soit
I'importance de la surcharge martiale. Cependant, la ferritine sérique s’éleve aussi au cours de la
cytolyse hépatique, de I'inflammation, de certains cancers, ... Ainsi, I'utilisation de ce marqueur
devrait tenir compte des autres causes de son élévation. En outre, on observe une fluctuation des
valeurs de la ferritine sérique lors de mesures rapprochées chez un méme malade d’autant plus
ample qu’elle est élevée. C’est la raison pour laquelle, en pratique, on estime la surcharge en fer des
patients polytransfusés a I'aide d’'une moyenne de plusieurs mesures établie sur 3, 6 ou 12 mais.
C’est la comparaison de ces moyennes qui permet d’évaluer la tendance a I'augmentation ou a la
diminution du stock martial d’'une période a une autre chez les malades polytransfusés soumis a des
saignées itératives ou a un traitement chélateur du fer (voir ci-dessous).

Depuis une dizaine d'années, des techniques d’IRM ont été mises au point pour la mesure du fer
dans le foie et dans le coeur, deux organes cibles de la surcharge en fer. [16,17]. Elles sont basées
sur la mesure du signal IRM hépatique qui diminue lors d’une surcharge en fer. Cette chute de signal,
qui est évaluée sur des séquences sensibles au fer dites pondérées en T2*, est proportionnelle a la
concentration en fer dans I'organe. Dans le cas de fortes surcharges, I'adjonction de séquences
supplémentaires moins sensibles au fer, dites pondérées en T1, est nécessaire. Cependant, dans les
surcharges hépatiques tres élevées (> 350 umol soit 19,5 mg/g de foie) le signal IRM est trop faible
pour étre enregistré et la mesure est saturée [17]. Pour lever cette difficulté, de nouvelles séquences
adaptées aux surcharges hépatiques massives ont été mises au point et sont actuellement
disponibles sur le site web : http://oernst.fblvg.free.fr/liver/fer/fer.ntml. La durée de I'examen est d’une
quinzaine de minutes. Une étude du coeur peut étre réalisée dans le méme temps. La mesure de la
concentration de fer intramyocardique est basée sur des séquences rapides pondérées T2*, acquises
en une ou plusieurs apnées. A la différence du parenchyme hépatique, le calcul n’exprime pas la
concentration en pmol ou mg de fer/g de tissus mais, a défaut d’abaques connus pour le cceur,
donne directement la valeur du T2* myocardique en millisecondes (valeur normale : 50 a 60 ms). Plus
ce chiffre est faible plus la surcharge ferrique est forte. Une valeur inférieure a 20 ms semble étre
associée a une dégradation systématique des parametres de la fonction cardiaque [18].

Traitement de la surcharge en fer

Les saignées itératives

Les patients qui relevent des saignées itératives ont une concentration d'hémoglobine spontanée
supérieure a 8-9 g/dl. Deux grandes catégories de patients constituent ce groupe, les patients avec
une maladie hématologique se compliquant spontanément d’une surcharge en fer non-
transfusionnelle et les patients qui ont bénéficié d’un traitement hématologique ayant nécessité des
apports transfusionnels importants et dont I’hématopoiese est devenue ou redevenue normale ou
subnormale. La premiere catégorie correspond aux thalassémies intermédiaires, aux anémies
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sidéroblastiques congénitales ou acquises, aux dysérythropoieses congénitales et aux déficits
enzymatiques érythrocytaires dont la production d’hémoglobine n’exige pas de transfusion. La
seconde catégorie concerne les patients qui ont bénéficié d’une transplantation médullaire pour une
thalassémie majeure ou une anémie de Blackfan-Diamond et les sujets qui ont recu une
chimiothérapie et/ou une transplantation médullaire pour une hémopathie maligne considérée comme
étant en rémission [19]. Il est clair que les malades thalassémiques et les malades atteints d’anémie
de Blackfan-Diamond ont une surcharge en fer d’autant plus importante qu’elle préexistait a la
transplantation.

Une saignée consiste a retirer entre 5 et 10 ml/kg de sang. Les saignées itératives sont adaptées en
fonction de la tolérance des malades et du taux d’hémoglobine. Il est clair qu’un patient avec un taux
d’hémoglobine supérieur a 10 g/dl supportera mieux les saignées qu’un patient dont le taux
d’hémoglobine est entre 8 et 10 g/dl. La fréquence des saignées est variable. Il est conseillé de les
rapprocher (par exemple tous les 10 jours) lorsque la ferritinémie et la surcharge tissulaire évaluée par
imagerie sont tres élevées. Lorsque la phase de déplétion est acheveée, la fréquence des saignées de
la phase d’entretien est adaptée en fonction de la variation de la ferritinémie et de la surcharge
martiale tissulaire. Certains patients doivent bénéficier de saignées mensuelles, d’autres trimestrielles,
d’autres avec une fréquence encore moindre. De ce point de vue, on se retrouve dans des situations
qui ressemblent a celles des patients saignés pour une hémochromatose héréditaire.

Le traitement chélateur du fer

Les malades qui recoivent des transfusions régulieres pour corriger un défaut chronique de
production d’hémoglobine doivent recevoir un traitement chélateur du fer. Il s’agit des patients atteints
de thalassémie majeure ou d’anémie de Blackfan-Diamond, des malades atteints de certaines
insuffisances meédullaires chroniques (érythroblastopénies acquises, insuffisances médullaires
globales), des patients atteints de déficits enzymatiques érythrocytaires exigeant des transfusions
régulieres et des malades drépanocytaires soumis a des programmes transfusionnels chroniques.
Lindication du traitement chélateur martial chez les patients multi transfusés atteints d’une
myélodysplasie est plus délicate. En effet, les myélodysplasies sont des maladies électives du sujet
agé dont le pronostic est souvent réservé a court ou moyen terme. Outre I'age, I'indication du
traitement chélateur doit se fonder également sur l'utilisation des index pronostiques des
myélodysplasies comme ['International Prognostic Scoring System (IPSS). A priori, les malades
affectés d’un score élevé (AREB | et Il) ne sont pas des candidats au traitement chélateur du fer. En
revanche, les patients auxquels est attribué un score bas peuvent étre des malades a traiter par les
chélateurs du fer quand ils rentrent dans des programmes de transfusion au long cours [20].

L’ objectif principal du traitement chélateur est de maintenir un stock de fer normal ou proche de la
normale. Le traitement chélateur du fer dure aussi longtemps que la transfusion est maintenue. Il doit
étre quotidien et continu. Les traitements discontinus, souvent utilisés en pratique, ne sont pas
recommandés. Chez I’enfant avant 10 ans, la chélation a pour objet immédiat d’éviter le déces par
insuffisance cardiaque. Chez I'adolescent I'objectif est, en outre, d’éviter I’nypogonadisme
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hypogonadotrope et I'installation d’autres complications endocriniennes. Chez I'adulte, elle vise a

éviter 'ensemble des complications mortelles et morbides de la surcharge martiale. Lorsqu’une

surcharge est constituée, la thérapeutique chélatrice cherche a obtenir un bilan négatif du fer

(excrétion du fer supérieure aux apports transfusionnels) maintenu pendant plusieurs mois, voire

plusieurs années jusqu’au retour a un stock martial normal.

La conduite a tenir devant une surcharge martiale post-transfusionnelle doit étre adaptée a la

spécificité de la pathologie hématologique en cause, notamment selon le caractere éventuellement

curable de la maladie, I'age du début des transfusions, la durée d’évolution prévisible,

L’anticipation de la surcharge en fer est indispensable ; elle impose la mise en place d’une stratégie

a long terme des les premieres transfusions et I'utilisation des procédures transfusionnelles les plus

adaptées.

Tableau 2 : Principales caractéristiques des 3 chélateurs du fer actuellement disponibles

PM

T1/2

Absorption orale
Elimination du fer

Dose/jour

Voie et mode
d’administration

Principaux effets
secondaires

AMM

DEFEROXAMINE
560
20 mn
0
Urine + feces
10-50 mg/kg

Parentérale

Injection sous-cutanée

de 8-12 h/jour

- Nodules aux points
d’injection

- Rashs cutanés

- Troubles
ophtalmologiques,

auditifs et troubles de

la croissance (apres
fortes doses)

- Allergie vraie
exceptionnelle

France : 1965

DEFERIPRONE
139

1-3 heures
Pic a 45-60 mn
Urines

75 mg/kg

Orale
3 prises/jour

- Toubles digestifs
et articulaires

- Neutropénie
fréquente

- Agranulocytose
exceptionnelle

- Cytolyse hépatique

Europe : 2002
a usage hospitalier

DEFERASIROX
373
16-19 heures
Pic 1-2,9 heures

Feces

20-40 mg/kg

Orale
1 prise/jour

- Troubles rénaux
(augmentation de
la créatininémie et
diminution de la
clearance de la
créatininémie)

- Troubles digestifs

- Cytolyse hépatique

- Rashs cutanés

2007
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Les médicaments disponibles
La déféroxamine (DESFERAL®)

La déféroxamine est le médicament de référence prescrit depuis plus de 40 ans. Il a montré son
efficacité en termes de prévention de la morbidité et de la mortalité de la surcharge en fer post-
transfusionnelle. Son administration parentérale constitue une réelle difficulté qui retentit sur la
compliance de la part des malades. La demi-vie plasmatique du médicament injecté est breve, de
I'ordre de 20 minutes, ce qui nécessite des perfusions quotidiennes de longue durée. L'élimination du
fer chélaté se fait par voies urinaire et digestive. La dose recommandée est de 10 a 40 mg/kg/j chez
I'enfant. Chez I'adulte, elle est de 10 a 50 mg/kg/j. Le nombre de perfusions est de quatre a sept par
semaine selon le degré de la surcharge en fer. La modulation de la posologie se fait en pratique selon
le taux de ferritine sérique, 10 a 20 mg/kg/j pour une ferritine entre 500 et 1 000 ng/ml, 20 a 35 mg/j
pour une ferritine entre 1 000 et 2 000 ng/ml, 35 a 50 mg/kg/j lorsque la ferritine est supérieure a
2 000 ng/ml. La voie veineuse est la plus efficace en termes d'élimination du fer pour une dose
donnée de déféroxamine. Elle permet I'administration de fortes doses a I'aide d’'une chambre
implantable de type port-a-cath, pendant des périodes allant de quelgues semaines a quelques mais,
sous contrble médical strict, pour traiter des complications graves de I'intoxication martiale
(insuffisance cardiaque en particulier) [21]. Lutilisation de chambres implantables est de plus en plus
répandue chez les adultes qui doivent recevoir de la déféroxamine au long cours et ce mode
d’administration a pu étre maintenu pendant plusieurs années sans changer la chambre chez certains
malades.

Les complications induites par la déféroxamine sont les suivantes. Les douleurs aux points d'injection
peuvent étre dues a une aiguille mal orientée, un liquide trop hypertonique. Des «nodules » sous-
cutanés sont le fait d'injections effectuées toujours au méme endroit. La variation des points
d'injection évite cet inconvénient. Un prurit local, des rashs cutanés ainsi que de véritables réactions
anaphylactoides ne sont pas rares au cours des traitements par déféroxamine. Des programmes de
désensibilisation (arrét, reprise progressive a doses faibles, antihistaminiques) permettent dans la
plupart des cas de revenir aux doses nécessaires en toute sécurité. Parfois, certains malades
développent une intolérance absolue a la déféroxamine mais cette complication est exceptionnelle.
Des troubles de la croissance et des déformations osseuses imputables a I'administration de fortes
doses de déféroxamine chez des enfants peu surchargés en fer ont été rapportées. Des
complications oculaires et auditives ont été observées chez des patients peu surchargés en fer
soumis a des doses fortes de déféroxamine. Elles sont dépistées par la pratique réguliere
d’électrorétinogramme et de potentiels évoqués auditifs. En général, ces complications régressent a
I'arrét temporaire du traitement chélateur. Un risque accru d’infections par Yersinia enterolytica a été
constaté chez des patients surchargés en fer recevant de la déféroxamine. En fait, la principale
difficulté constatée chez les malades recevant de la déféroxamine est la mauvaise compliance a un
traitement chronique contraignant, répétitif, administré tous les jours pour prévenir des défaillances
organiques qui ne surviendront que dans un futur éloigné.

Les effets favorables du traitement chélateur du fer imputables a la déféroxamine sont bien établis
[22]. Lefficacité du traitement est démontrée par I'allongement de I'espérance de vie des patients
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thalassémiques. Entre 1960 et 1976, la médiane de survie des patients suivis a New-York n’était que
de 17,1 ans [23]. En 2004, C. Borgna-Pignatti [7] rapportait que pres de 70% des patients italiens
atteignaient et dépassaient les 35 ans. La prévention et le traitement des complications cardiaques
de la surcharge en fer par la déféroxamine sont le principal facteur de 'amélioration de I'espérance
de vie des malades atteints de thalassémie et d’anémie de Blackfan-Diamond polytransfusés. La
croissance des enfants, la puberté des adolescents et la fertilité des adultes sont favorablement
influencées par un traitement chélateur précoce et bien conduit chez les malades thalassémiques
[24]. La réversibilité, certes inconstante de la fibrose hépatique et des complications endocriniennes
sous linfluence de I'intensification du traitement par la déféroxamine, contribue a la réduction de la
morbidité de la surcharge en fer chez ces malades.

La défériprone (FERRIPROX®, KELFER®)

La défériprone est une molécule de synthese qui mobilise le fer aprés son administration par voie
orale. La défériprone bénéficie depuis 2002 d’une AMM européenne pour des indications précises :
malades thalassémiques intolérants ou résistants au traitement chélateur du fer par la déféroxamine.
En pratique, elle est utilisée plus largement que dans cette indication restrictive par de nombreux
cliniciens. La défériprone est rapidement absorbée par I'intestin. Le pic plasmatique est retrouvé 45-
60 minutes apres I'administration per os. Son élimination se fait par voie urinaire. La moyenne de
demi-vie d’élimination est de une a trois heures. Il semble que I'élimination hépatobiliaire et digestive
soit négligeable. Contrairement a la déféroxamine qui a un effet constant, il existe une grande
variabilité individuelle de 'effet du médicament chez les malades traités.

’excrétion urinaire du fer des malades recevant la défériprone a la dose de 70 a 80 mg/kg de poids
est comparable a celle des malades recevant 40 a 50 mg/kg de déféroxamine. Le meilleur effet est
obtenu avec trois prises quotidiennes a 8 heures d’intervalle. On constate une variabilité individuelle
importante. Les bilans équilibrés ou négatifs du fer chez les patients polytransfusés ne sont atteints
que dans 50 a 60% des cas. Les données établies chez de nombreux malades maintenant avec un
recul atteignant plus de 5 ans ont montré que la ferritine sérique pouvait baisser sous l'influence de
la défériprone d’autant plus qu’elle était élevée avant le traitement. La ferritine sérique s’abaisse peu
aux doses usuelles chez les patients dont le taux est inférieur a 2 000 ng/ml.

Les effets favorables de la défériprone sur la fonction cardiaque rapportés pour la premiére fois en
2001 par LJ Anderson [8] ont été confirmés par une étude multicentrique randomisée publiée en
2005 par DJ Pennell [25] et une étude rétrospective publiée en 2006 par C. Borgna-Pignatti [26]. La
publication de C. Borgna-Pignatti est une étude rétrospective conduite dans sept centres italiens
comparant les complications cardiaques constatées chez 359 thalassémiques majeurs recevant de
la déféroxamine seule et 157 thalassémiques majeurs recevant de la défériprone seule pendant la
période 1995-20083. Les patients n’avaient aucune atteinte cardiaque au début de I'étude et étaient
identiques en termes de sexe et d’age. Pendant la période concernée, 52 complications cardiaques
entrainant le déces de 10 malades ont été observées dans le groupe recevant la déféroxamine et
aucune complication cardiaque dans le groupe recevant la défériprone apportant la preuve manifeste
de I'effet cardiaque protecteur de la défériprone a I'égard de la surcharge en fer.
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Cependant, la toxicité de la défériprone n’est pas négligeable. Lintolérance digestive (douleurs
abdominales, nausées, vomissements) s'observe chez un tiers des patients. || semble que ces
troubles digestifs surviennent lors de la premiére année du traitement et qu’ils s’atténuent aprés ce
délai. Cependant, ces complications digestives peuvent aussi entrainer I'arrét du traitement. Les
complications articulaires (arthralgies) s’observent chez 15% des malades. Elles sont plus fréquentes
au début du traitement mais peuvent provoquer aussi l'arrét de la prise du médicament. Les
complications hématologiques ne sont pas exceptionnelles puisque pres de 10% des patients
développent une neutropénie. Cette complication est caractérisée par un effet-dose qui peut conduire
a une réduction de la posologie quotidienne.

La défériprone n'est dispensée qu’en milieu hospitalier. La posologie quotidienne recommandée est
de 75 mg/kg/j en trois prises. Des antécédents de neutropénie ou d’agranulocytose, une insuffisance
rénale et ou hépatique sont des contre-indications. Le médicament est également contre-indiqué
chez la femme enceinte ou allaitante.

Le déférasirox (ICL 670, EXJADE®)

Le déférasirox est une molécule de synthése administrée per os qui élimine le fer essentiellement,
voire exclusivement, par voie digestive. La demi-vie plasmatique est de 11-16 heures ce qui autorise
une prise de la molécule une fois par jour chez les malades. La dose efficace pour obtenir un bilan
du fer équilibré est entre 20 et 40 mg/kg/j. Certains patients ont une balance équilibrée avec des
doses plus faibles.

Le déférasirox est disponible depuis 2007. Dans les années qui ont précédé sa mise sur le marché,
son efficacité a été démontrée par sa capacité a diminuer la ferritine sérique et les concentrations intra
tissulaires de fer, hépatique et cardiaque. L'efficacité est identique quelle que soit la pathologie
hématologique pour laquelle la transfusion est administrée. Son efficacité est durable dans des essais
cliniques qui dépassent 5 ans en 2010 [27, 28, 29, 30].

La posologie initiale recommandée dépend du degré de surcharge en fer, 10 a 15 mg/kg chez les
malades peu surchargés, 25 a 30 mg/j chez les malades surchargés. C'est I'évolution des marqueurs
du stock martial qui fera modifier éventuellement la posologie dans les traitements au long cours. La
posologie recommandée chez les sujets atteints de syndrome myélodysplasique et/ou agés est de
I'ordre de 10 a 15 mg/kg.

Dans tous les cas, la prescription de déférasirox doit s'accompagner d'une surveillance de la fonction
rénale : mesure de la créatininémie, de la clearance de la créatinine et du débit de filtration
glomérulaire, recherche d'une protéinurie. Des rashs cutanés et une cytolyse hépatique peuvent
survenir. Dans tous les cas d'intolérance, un arrét temporaire de quelques jours a quelques semaines
du traitement par le déférasirox précédera la reprise du traitement a posologie faible et
progressivement croissante jusqu'a I'apparition du seuil de toxicité a ne pas dépasser.
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Conseils pratiques

A - La mise a disposition du déférasirox en 2007 a modifié les indications des trois médicaments

chélateurs du fer disponibles, la déféroxamine, la défériprone et le déférasirox.

1 - Patients recevant une chélation du fer avant 2007 :
lorsque la monothérapie par la déféroxamine ou l'association déféroxamine + défériprone est
efficace, maintenir le traitement en modulant la posologie du ou des médicaments en fonction de
I'évolution des marqueurs du stock martial (ferritinémie et mesure du fer intra tissulaire par IRM
hépatique ou T2* cardiaque) ou proposer le remplacement du traitement antérieur par le
déférasirox. Dans ce cas, commencer a la demi-dose du ou des médicaments prescrits
antérieurement et augmenter la posologie en fonction de I'évolution des marqueurs du stock
martial.

2 - Depuis la mise a disposition du déférasirox en 2007 :
le déférasirox est le médicament le plus largement utilisé en premiére intention quelle que soit la
pathologie hématologique pour laquelle le malade est transfusé.

- Commencer le traitement a la posologie de 15 a 30 mg/kg en fonction du degré de la
surcharge en fer et augmenter éventuellement cette posologie en fonction de I'évolution des
marqueurs du stock martial.

- Etre prudent chez le sujet 4gé dont la clearance de la créatinine est diminuée.

- Commencer une posologie plus faible de I'ordre de 15 mg/kg chez les patients atteints de
myélodysplasie.

- Prescrire une association avec la déféroxamine ou la défériprone si la normalisation du stock
martial n'est pas obtenue avec le déférasirox seul.

- Respecter les contre-indications du déférasirox, notamment l'insuffisance rénale et
I'insuffisance hépatique.

B - L'objectif idéal est d'obtenir une ferritinémie entre 300 et 400 ng/ml avec un fer intra tissulaire
normal, c'est-a-dire un fer intra hépatique inférieur a 7 mg/kg de tissu, soit 124,6 umol/g de tissu
et/ou un T2* myocardique normal ou proche de la normale.

Se contenter d'un objectif moins ambitieux (ferritinémie et/ou fer intra tissulaire augmentés) en
réduisant la posologie du ou des médicaments en cas d'intolérance. En effet, il est préférable de
maintenir une posologie réduite potentiellement efficace plutdt que de s'exposer a un arrét du
traitement de la part des patients qui le tolere mal.

C - En regle générale, quel que soit le chélateur du fer utilisé, la survenue de signes d'intolérance (rashs
cutanés, troubles digestifs, rénaux, hématologiques, ...), doit faire interrompre le traitement chélateur
du fer qui sera repris quelques semaines apres a une posologie réduite de I'ordre du quart de celle
ayant déclenché des signes d'intolérance. L'augmentation trés progressive de la posologie se fera
dans les mois suivant la réintroduction du médicament sous surveillance stricte. L'expérience montre
que les trois médicaments peuvent étre souvent prescrits a nouveau en suivant cette méthodologie.
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D - En cas de grossesse ou d'allaitement, interrompre temporairement le traitement chélateur du fer
jusgu'a I'accouchement.

E - En cas de surcharge cardiaque sévere, |'association déféroxamine par voie intraveineuse +
défériprone est recommandée.

F - A priori, la défériprone est contre-indiquée chez les patients atteints de myélodysplasie et chez les
patients atteints de maladie de Blackfan-Diamond agés de plus de 20 a 30 ans lorsqu'une
neutropénie ou une thrombopénie associée a I'érythroblastopénie apparait. Le déférasirox doit étre
utilisé avec discernement chez les patients drépanocytaires homozygotes chez lesquels il est contre-
indiqué en cas d'atteinte de la fonction rénale (élévation de la créatininémie, diminution de la
clearance de la créatinine et du débit de filtration glomérulaire, micro albuminurie, protéinurie).

Conclusions

Des progres importants sont survenus ces dernieres années dans le traitement chélateur du fer chez
les malades recevant des transfusions régulieres de culots érythrocytaires pour deux raisons
principales. La premiére est la mise a disposition récente de deux nouvelles molécules actives per 0s,
la défériprone et le déférasirox, qui ont permis d'améliorer la compliance au traitement chélateur du
fer chez les patients soumis auparavant a un traitement par la déféroxamine administrée par voie
sous-cutanée de longue durée. Ces trois médicaments, prescrits seul ou en association, permettent
d'atteindre avec plus de facilités maintenant I'objectif de maintenir un stock martial proche de la
normale chez les patients soumis a des transfusions régulieres de concentrés érythrocytaires pendant
de longues périodes. La seconde raison est la mise a disposition d'une imagerie tissulaire qui permet
d'évaluer le degré de surcharge en fer tissulaire du foie et du coeur, les deux principaux organes cibles
de la surcharge martiale post-transfusionnelle. Ainsi, en association a la mesure de la ferritine sérique,
les données de I''IRM hépatique et cardiaque sont utilisées pour moduler la posologie des
médicaments chélateurs du fer. Il s'agit de deux progres récents dont un impact favorable est attendu
dans le futur sur la réduction de la morbidité et de la mortalité dues a la surcharge martiale observée
chez les patients soumis a des transfusions régulieres de concentrés érythrocytaires.
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Introduction

Les anémies inflammatoires, ou anémies des maladies chroniques, sont la deuxieme cause d’anémie
dans le monde (derriére la carence martiale), et la premiere cause chez les patients hospitalisés [1, 2].
Ces anémies regroupent des situations cliniques trés différentes, allant de maladies chroniques
(maladies inflammatoires chroniques comme la polyarthrite rhumatoide) a des maladies aigués
(infections, traumatismes) en passant par des situations complexes alliant une part d’inflammation et
d’autres anomalies de I'érythropoiese (comme dans I'anémie de I'insuffisance rénale chronique ou
'anémie des patients de réanimation). Malgré cette grande disparité de situations, ces anémies
inflammatoires partagent des caractéristiques communes et notamment des anomalies liées au
métabolisme du fer [3].

Dans les lignes qui suivent, nous allons décrire succinctement les principales caractéristiques de ces
anémies inflammatoires avant de discuter leur physiopathologie a la lumiére des données récentes
sur le métabolisme du fer. Enfin, nous aborderons la question de l'interprétation du bilan biologique
explorant le métabolisme du fer et surtout du diagnostic de la carence martiale en présence
d’inflammation.

Les anémies inflammatoires : géneralités et
principales caracteristiques physiopathologiques

Généralités

Les anémies inflammatoires sont habituellement peu séveres, avec un taux d’hémoglobine rarement
inférieur a 8 g/dl. Ces anémies sont classiqguement normochromes, normocytaires et faiblement
régénératives. Bien entendu, c’est le contexte clinique qui permet le diagnostic, avec la présence
avérée ou suspectée d’'un syndrome inflammatoire [2]. Comme nous I'avons souligné, les situations
cliniques sont nombreuses. Le tableau 1 décrit la prévalence de I'anémie retrouvée dans ces
différents contextes.

Ces anémies ont pour base physiopathologique I'existence d’une inflammation. Les médiateurs de
cette inflammation, les cytokines notamment, interviennent sur plusieurs voies physiologiques et
métaboliques pour aboutir a cette anémie [2, 4]. Ainsi, I'inflammation va agir directement en diminuant
la durée de vie des globules rouges (par le biais de modifications membranaires notamment) et sur la
synthese de I'érythropoiétine (EPO) et la réponse médullaire a cette hormone. Mais c¢’est I'interaction
entre I'inflammation et le métabolisme du fer qui semble jouer un réle central dans ces anémies [3].
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La réponse inflammatoire aurait pour effet de diminuer la libération du fer cellulaire afin d’en diminuer
la disponibilité pour les pathogenes. Nous reviendrons sur cet aspect central aprés avoir décrit
brievement les liens entre inflammation et érythropoiese.

Tableau 1 : différentes causes d’anémie inflammatoire et estimation de leur prévalence. Modifiée d’aprés [2].

Infections (aigués ou chroniques)
- Viral (VIH...)
- Bactérienne, 18-95 %
- Fungique
- Parasitaire...

Cancer
- Hématologique 30-77 %
- Tumeurs solides

Maladies autoimmunes
- Polyarthrite rhumatoide
- Lupus érythémateux disséming,

, 8-71%
- Vascularites,
- Maladies inflammatoires chroniques
intestinales...
Insuffisance rénale chronique 23 -50 %
Anémie des patients de réanimation 30 -380 %

Inflammation et érythropoiése

La durée de vie des érythrocytes est diminuée

La durée de vie normale des globules rouges est de 120 jours. Avec le temps apparaissent des signes
de sénescence caractérisée par une moindre déformabilité, une modification de la composition
membranaire et cytoplasmique, et des signes d’apoptose avec bourgeonnement membranaire
et externalisation de la phosphatidyl sérine [5]. Toutes ces modifications permettent
I'érythrophagocytose, c'est-a-dire la captation des globules rouges sénescents par les macrophages
de la rate et du foie et leur destruction dans des phagolysosomes. Ces modifications sont en partie
secondaires au stress oxydant, soit physiologique soit induit par un processus inflammatoire [6].

Il est connu depuis longtemps que l'inflammation, par le biais des cytokines pro-inflammatoires
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(Tumor Necrosis Factor-a, Interleukin-1...), réduit la durée de vie des globules rouges [7]. Dans des
modeles animaux d’anémie inflammatoire, on objective ainsi une réduction de la durée de vie des
globules rouges [8]. Ceci est retrouvé en clinique humaine, y compris en présence d’inflammation
aigué comme chez les patients de réanimation. Ainsi bon nombre des modifications structurelles de
I'érythrocyte sénescent ont été retrouvées chez les patients de réanimation, en particulier en présence
de sepsis [9]. Ceci explique probablement en partie la réduction de durée de vie des érythrocytes
observée chez ces patients et dans les autres situations inflammatoires. Par ailleurs, I'érythropoiese
est elle-méme réprimée.

La réponse médullaire est réduite

L'anémie des états inflammatoires est peu ou pas régénérative, caractérisée par des taux de
réticulocytes circulants anormalement bas aux vues du degré d’anémie, quelque soit le type de
pathologie considérée (inflammation chronique, sepsis ou méme post-traumatique) [10-13]. Cette
production insuffisante d’érythrocytes est en partie attribuable a une apoptose des progéniteurs
médullaires induite par les cytokines pro-inflammatoires et le stress oxydant [4, 10]. Ainsi, le sérum de
patients porteurs d’inflammation chronique comme dans la polyarthrite rhumatoide [14] ou souffrant
d’inflamsmation aigué comme apres un polytraumatisme [15] est capable d’inhiber la croissance des
progéniteurs médullaires.

Ce n’est pas une seule cytokine qui est impliquée, mais plusieurs. Les différentes cytokines induisent
une apoptose des progéniteurs médullaires a des stades plus ou moins précoces de leur
différentiation. Parmi ces cytokines, le TGF-f est capable d’inhiber la croissance des progéniteurs les
plus immatures (cellules souches hématopoiétiques totipotentes et BFU-E) et I'interleukine 1 induit un
réseau de cytokines (notamment TNF-a et interféron-y) qui inhibe la différenciation des CFU-e [4].
Cette induction d’apoptose, physiologiquement inhibé par 'EPO, I'est incomplétement dans ces
situations inflammatoires [8].

La production d’érythropoiétine est inappropriée

Parallelement aux taux anormalement bas de réticulocytes, il existe une inhibition de la synthéese
d’EPO [2, 4, 13] et les taux d’EPO sont inappropriés : la relation inverse qui existe normalement entre
les concentrations d’EPO et d’hémoglobine est trés perturbée chez les patients ayant une
inflammation aigué (notamment chez les patients de réanimation) [11, 12, 16] comme chez les
patients ayant une inflammation chronique [17]. Cette inhibition est médiée par les cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1 et IL-6), qui réduisent la transcription des ARNm EPO au niveau rénal. En
outre, la réponse a I'EPO est diminuée par I'induction d’apoptose médullaire (cf. ci-dessus) et par
une diminution de 'expression des récepteurs a I'EPO.

Parallelement a l'augmentation de [I'érythrophagocytose, I'érythropoiese des patients souffrant
d’inflammation est donc altérée du fait d’un défaut de synthese et d’un blocage de I'effet de I'EPO.
Cependant, cette érythropoiese est également limitée par des anomalies du métabolisme du fer qui
semblent étre centrales dans le mécanisme des anémies des maladies chroniques [3].
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Métabolisme du fer et anémies inflammatoires

Comme d’autres I'ont souligné dans ce cahier, la découverte de I’hepcidine [18, 19] a bouleversé nos
connaissances du métabolisme du fer et la compréhension de bon nombre de pathologies. Dans le
contexte des anémies inflammatoires, I'hepcidine joue un rble majeur et sa découverte a permis
d’expliquer les modifications observées du métabolisme du fer [20].

Linflammation induit une hypoferrémie

Classiquement, le profil du bilan martial des patients atteints d’anémie inflamsmatoire ou d’anémie des
maladies chroniques est le suivant : un fer sérique bas, une transferrine abaissée, avec une saturation
de la transferrine également diminuée associés a une ferritine normale ou élevée dans un contexte de
syndrome inflammatoire biologique marquée par une élévation de la CRP ou de I'lL-6 [2]. La premiere
observation de ces anomalies date de 1932 [21], mais depuis la découverte de I'hepcidine a permis
de mieux comprendre ces modifications. La réponse de 'organisme a un processus inflammatoire
semble étre de limiter le fer disponible en circulation, possiblement pour ne pas favoriser la croissance
bactérienne.

Ces anomalies rendent difficiles I'interprétation du bilan martial « standard » (dosages du fer sérique
de la transferrine et de la ferritinémie). En effet, il est clair que 'augmentation de la ferritine plasmatique
n’est pas directement liée a une augmentation des réserves tissulaires en fer, mais qu’elle est le fait
d’une induction directe de la synthése de ferritine. Plusieurs cytokines sont ainsi capables
d’augmenter la transcription du géne de la ferritine. Le TNFa et I'lL-1 'augmentent directement [22],
mais il existe également des mécanismes post-transcriptionnels, notamment par le biais d’une
« acute-phase box » située au niveau de la région 5’ non traduite de ’ARNmM de la ferritine, différente
de I’ « Iron Responsive Element » (facteur transcriptionnel en situation physiologique) qui est activée
par les interleukines 1 et 6 [22, 23].

Ainsi, les outils habituels d’évaluation des réserves en fer (i.e. le dosage de la ferritine plasmatique)
permettant le diagnostic de carence martiale ne sont plus utilisables (cf. Chapitre Il). Les
modifications observées du bilan martial correspondent a un stockage du fer dans les macrophages
du systeme réticulo-endothélial (d’autant plus augmenté que 'apport de fer par I’érythrophagocytose
est accrue du fait de la sénescence accélérée des globules rouges) et a une diminution du fer
disponible pour I'érythropoiese, conduisant a une « carence martiale fonctionnelle » comme nous le
verrons ci-apres (Chapitre II).

L’hepcidine joue un réle central

L’hepcidine est un petit peptide de 25 acides aminés, synthétisé essentiellement par le foie et secrété
sous forme d’un pro-peptide de 85 acides aminés. L’hepcidine est éliminée par les urines. Comme
cela a été rapporté dans ce cahier, I’hepcidine est une hormone hyposidérémiante. Elle se fixe sur la
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ferroportine membranaire, seul exporteur connu du fer, et induit son internalisation et sa destruction,
empéchant ainsi le fer de sortir des cellules (en particulier des macrophages, inhibant ainsi le
recyclage du fer héminique, et des cellules duodénales, empéchant ainsi I’'absorption digestive du fer).
En outre, la synthése d’hepcidine est régulée par I'inflammation [19], I’hepcidine fait ainsi partie des
protéines de la phase aigué de I'inflammation. De fait, I'injection d’interleukine-6 chez I’lhomme induit
une augmentation rapide de I'hepcidine urinaire, en quelques heures [24]. Chez les volontaires sains
traités par du LPS on observe un pic sérique d’lL-6 dans les 3 heures et un pic d’excrétion urinaire
d’hepcidine dans les 6 heures suivant I'injection (associé a une baisse concomitante du fer sérique)
[25]. C’est pourquoi certains ont considéré que I’hepcidine pouvait jouer un réle majeur dans les
anomalies observées du métabolisme du fer dans les anémies inflammatoires.

Les premieres descriptions de synthese d’hepcidine en réponse a l'inflammation en pathologie
humaine sont celles de T Ganz, qui a observé un pic d’excrétion urinaire d’hepcidine dans les suites
d’une infection urinaire avec sepsis chez lui méme [26], et de E Kemna, qui a rapporté des
concentrations augmentées d’hepcidine urinaire chez des patients ayant des anémies inflammatoires
[27]. Il existe beaucoup d’arguments expérimentaux soulignant I'importance de I'hepcidine dans la
réponse a I'inflammation [2, 3, 20]. Les premiéres descriptions de I’hepcidine comme acteur de la
régulation du métabolisme du fer faisaient méme appel a des modeéles d’inflammation. Ainsi, Nicolas
et al rapportaient une augmentation par un facteur 6 des taux ARNm hepcidine hépatique, associée
a une baisse du fer sérique d’animaux traités par de I’'essence de térébenthine, alors que I'essence
de térébenthine n’induisait pas de variation de fer sérique chez les souris déficientes en hepcidine
[19]. Depuis, la synthése hépatique d’hepcidine en réponse a I'inflammation est bien décrite. Elle est
dépendante d’une stimulation par I'lL-6 médiée par le facteur transcriptionnel, STAT-3 (pour « signal
transducer and activator of transcription 3 ») [28-30].

Comme nous I'avons dit, I'hepcidine induit Iinternalisation et la dégradation de la ferroportine,
empéchant ainsi la sortie du fer macrophagique [31]. Cette induction d’hepcidine est précoce (dans
les heures suivant l'inflammation), mais pourrait ne pas étre soutenue dans le temps [32]. Aussi,
I'inhibition précoce de la ferroportine par I'nepcidine est-elle prolongée par une inhibition de la
transcription du gene codant pour ce transporteur par I'interféron-y et le LPS [33]. On observe donc
durant 'inflammation une diminution prolongée de la sortie du fer macrophagique, empéchant ainsi
son recyclage et expliquant I’hypoferrémie observée.

L’hepcidine joue donc un rble central dans les anémies inflammatoires, mais sa synthese est
€galement régulée, négativement, par la carence martiale et la stimulation de I'érythropoiese [19, 34],
ainsi, son dosage pourrait permettre de mieux décrire le niveau des réserves en fer et surtout
d’évaluer I'intérét d’un traitement martial. Nous aborderons ces points dans le chapitre suivant.
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Exploration du méetaholisme du fer
dans les anémies inflammatoires

Les anémies inflammatoires font partie des anémies au cours desquelles I'érythropoigse est limitée par
un apport de fer diminué (du fait de la séquestration de ce dernier). Cependant, elles peuvent coexister
avec une carence martiale, vraie ou relative [35]. Il existe un véritable enjeu au diagnostic de la carence
martiale en présence d’inflammation, puisque dans un cas le traitement martial n’a pas sa place voire est
contre-indiqué, tandis qu’il est, au contraire, justifié en présence de carence martiale. Nous aborderons
rapidement I'intérét et les limites des différents marqueurs disponibles (voir Chapitre 8 pour une
description plus complete de ces différents marqueurs) avant de discuter de l'intérét du dosage de
I'hepcidine. Enfin, nous proposerons un algorithme décisionnel.

Intérét et limites des marqueurs de carence martiale en
présence d’inflammation

L'anémie de I'inflammation est caractérisée par une érythropoiese déficiente en fer, ainsi, il existe
d’une part une baisse du fer sérique et d’autre part des stigmates biologiques de cette érythropoiese
déficiente en fer [35]. Nous verrons que les différents dosages biologiques disponibles sont plus ou
moins spécifiques de la carence martiale proprement dite ou mettent en évidence une érythropoiese
déficiente en fer, sans différencier la véritable carence du défaut d’apport lié a une séquestration du
fer. Nous essaierons de décrire les différents moyens disponibles pour faire le diagnostic de carence
martiale en présence d’inflammation.

Bilan martial « usuel »
Le fer sérique
Il est invariablement diminué, en cas de carence comme en cas d’inflammation. Il n’est donc pas

discriminant.

La transferrine plasmatique

La concentration de la transferrine est diminuée en présence d’inflammation et augmentée en cas de
réserves abaissées. Cependant, dans les deux cas (inflammation et/ou carence martiale) la saturation
de la transferrine est diminuée. Les valeurs normales de la saturation de la transferrine sont entre
35 et 45%. Une saturation < 15% est insuffisante pour répondre aux besoins quotidiens de
I'érythropoiese, a I'inverse, une saturation normale ou élevée exclue la carence martiale.

La Ferritine sérique

La ferritine sérique est actuellement le marqueur de référence pour évaluer les réserves en fer de
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I'organisme, cependant, comme nous 'avons souligné c’est également une protéine de la phase
aigué de I'inflammation [22, 36, 37].

La ferritine est une protéine de 500 kD, composée de 24 sous-unités, combinaison de chaines H et

L [38]. C’est une protéine soluble, dont la principale fonction est le stockage du fer et sa libération

pour permettre I'érythropoiese. Le stockage du fer nécessite son oxydation, tandis que sa libération

nécessite sa réduction [38, 39]. Les concentrations plasmatiques de ferritine sont essentiellement
dépendantes de la synthése et de la libération de ferritine. Il n’est pas connu de situation clinique
associée a une altération de sa clairance plasmatique [36]. La libération de la ferritine dans la
circulation peut étre secondaire a une lyse cellulaire (notamment hépatocytaire), mais également a une

sécrétion qui est corrélée a la synthese tissulaire, principalement par les macrophages [39].

Plusieurs arguments existent pour utiliser la ferritine comme marqueur des réserves en fer de

I'organisme [36]. Les concentrations basses de ferritine sont reconnues comme étant le meilleur

marqueur de carence martiale [40].

Cependant, il existe également des situations associées a une élévation de ferritine ne reflétant pas

une augmentation des réserves de fer :

- La premiére, que nous avons déja évoquée, est l'inflammation. En effet, la ferritine fait partie des
protéines de la phase aigué de linflammation. Ainsi, I'lL-1, une des premieres cytokines
synthétisées dans les processus inflammatoires, est capable d’induire I'expression du gene des
chaines légeres et lourdes de la ferritine [41]. Il est donc proposé d’associer systématiquement un
dosage de CRP a celui de la ferritine pour distinguer les états inflammatoires qui rendent
I'interprétation du résultat de dosage de ferritine aléatoire.

- Les pathologies hépatiques sont également a I'origine d’élévation de ferritinémie sans rapport avec
des réserves en fer augmentées. Tout processus conduisant a une lyse cellulaire hépatocytaire
conduit en effet a une libération de ferritine. La encore, une ferritine basse représente toujours des
réserves de fer diminuées, alors qu’une ferritine normale ou augmentée ne permet pas de conclure
en cas de cytolyse [36].

- Une ferritine augmentée est également retrouvée dans beaucoup de cancers (notamment du
pancréas, du poumon, du foie ou en cas de neuroblastome...) [42].

Finalement, il n’existe que peu d’études mettant en évidence I'intérét de la ferritine comme marqueur
de carence martiale. Il s’agit essentiellement d’études s’appuyant sur des myélogrammes avec
colorations de Perls (et retrouvant une ferritine < 15 ng/L comme diagnostique de la carence martiale)
[43]. Cependant la reproductibilité de cette technique invasive n’est pas parfaite [44], de méme que
sa capacité a prédire la réponse au traitement martial (véritable « gold standard » du diagnostic de
carence martiale) [45]. Ce dernier critere a également été utilisé pour rechercher la valeur diagnostique
de la ferritine pour le diagnostic de carence martiale, et permettait de définir une valeur inférieure a
12-16 ug/L comme critere diagnostique [39]. Ces études, anciennes pour la plupart, restent tres
limitées dans leur nombre de patients et tres peu de données sont disponibles en cas de pathologies
associées (particulierement inflammatoires).
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Malgré ses limites, la ferritine est le marqueur de choix de la carence martiale et/ou des réserves
de fer de l'organisme pour les patients sains, indemnes de pathologies aigués ou chroniques
inflammatoires [36, 40].

En cas de pathologies inflammatoires, d’autres marqueurs sont proposés.

Les autres marqueurs de carence martiale [36, 40]
Nous allons décrire les différents marqueurs disponibles, partant de la numération formule sanguine
et du bilan martial biologique « usuel » pour aller au plus spécifique.

- a partir de la numération formule sanguine : les parametres conventionnels (VGM, CCMH, TCMH,
réticulocytes) n’ont qu’une valeur d’orientation chez les sujets sains et sont mis en défaut en cas de
pathologies associées, notamment si d’autres carences coexistent. Le VGM par exemple,
classiguement normal en cas d’anémie inflammatoire, est en fait abaissé chez la moitié des patients
en cas d’inflammation. Il peut étre le reflet d’une érythropoiese déficiente en fer, mais n’est
absolument pas spécifique, de méme que I’hypochromie [35].

Le pourcentage de globules rouges hypochromes ou le contenu réticulocytaire en
hémoglobine sont des parametres puissants et efficaces pour détecter la carence martiale chez les
sujets sains. lIs refletent en effet un défaut d’hémoglobinisation des globules rouges. Le premier est
un reflet des 3-4 derniers mois (la durée de vie des hématies étant de 120 jours) alors que le second
explore les derniers jours (la durée de vie des réticulocytes n’étant que de 48 heures). Cependant,
leur utilisation en cas d’inflammation reste sujette a débat. Les seuils diagnostiques de carence
martiale sont respectivement > 5-10% et 28 pg pour le pourcentage de GR hypochromes et le
contenu réticulocytaire en Hb [46]. Ces marqueurs ont été proposés soit isolément pour
diagnostiquer la carence martiale chez des patients de réanimation notamment [47, 48] soit en
association avec d’autres marqueurs comme le récepteur soluble a la transferrine [49].

Récepteur soluble de la transferrine (RsTf), c’est un reflet de la demande médullaire en fer pour
I'érythropoiese, il serait augmenté en cas de réserves en fer diminuées, méme en présence
d’inflammation. Le RsTf est clivé a partir des récepteurs membranaires de la transferring,
essentiellement des érythroblastes et des réticulocytes. Le RsTf est donc un reflet de 'activité
érythropoiétique mais aussi de la disponibilité du fer pour la synthése d’heme puisque ’ARNmM du
récepteur de la transferrine est stabilisé par les IRP lorsque le fer libre dans les érythroblastes est en
faible concentration (voir Chapitre 1). Cependant, ses variations ne sont pas exclusivement
secondaires aux modifications du statut martial, faisant également intervenir le niveau de stimulation
de I'érythropoiese. I ne semble pas y avoir de variation circadienne de la valeur de RsTf et la
variabilité de mesure est faible (< 5%). Le RsTf a été proposé comme marqueur de carence martiale
en présence d’inflammation soit seul, soit en calculant le ratio entre le RsTf et le log(ferritine) (ratio
appelé « index de ferritine ») [17, 50, 51]. Ce calcul est proposé au sein d’algorithmes que nous
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détaillerons ci-apres [2]. Il faut souligner que ce dosage n’est pas directement influencé par la
transfusion sanguine, contrairement aux dosages du pourcentage de GR hypochromes et du
contenu réticulocytaire en hémoglobine.

- Zinc Protoporphyrine érythrocytaire (ZPP), il s’agit l1a encore d’un marqueur sensible de carence
martiale (& défaut de fer, c’est un atome de Zinc qui est incorporé dans la protoporphyrine lors de
la biosynthese de I'heme). Ce serait un des premiers indicateurs a se modifier en cas de défaut
d’apport de fer pour I'érythropoigse, augmentant apres une ou deux semaines de « carence » [52].
Le ratio normal entre le fer et le Zn est de 30000 : 1 dans la protoporphyrine, mais il peut augmenter
en cas de carence martiale ou d’apport insuffisant de fer pour I'érythropoiese. Les seuils définissant
un défaut d’apport de fer pour I'érythropoiese ont été fixés par le CDC et dépendent de 'age. Pour
I'adulte on retient une valeur > 3,0 ug/g Hb (ou > 70 umol/mol Hb). Les valeurs de ZPP se
normalisent lentement sous traitement martial. Il faut souligner que ce marqueur ne permet pas de
distinguer le défaut d’apport de fer (notamment en cas d’inflammation) de la déplétion des réserves.

On le voit, malgré un nombre relativement important de dosages a disposition, il n'existe pas de
marqueur vraiment fiable permettant a lui seul de diagnostiquer la carence martiale en présence
d’inflammation. Il est donc proposé d’utiliser un ensemble de mesures pour faire le diagnostic de
carence martiale en présence d’inflammation [2, 49, 53]. Nous reviendrons sur ces algorithmes aprés
avoir discuté de I'intérét du dosage de I'’hepcidine.

Dosages de ’hepcidine et diagnostic de carence martiale

Linflammation et la carence martiale ont un impact opposé sur la régulation de la synthese
d’hepcidine [19], c’est pourquoi elle pourrait étre un bon marqueur de carence martiale durant
I'inflammation.

Ainsi, il a été montré expérimentalement, dans des modeles animaux associant infammation et
spoliations sanguines, que si la synthése d’hepcidine était bien induite par I'inflammation, elle pouvait
étre réprimée par la carence martiale (ou les spoliations sanguines répétées) [34, 54]. Par ailleurs,
nous avons montré dans un modele murin que le fer splénique était mobilisable malgré I'inflammation
[34] et d’autres ont montrés que le fer était absorbable malgré I'inflammation (dans cette situation
mixte associant carence et inflammation) [54]. Ceci renforce l'intérét potentiel du dosage de
I’hepcidine pour le diagnostic de carence martiale en présence d’inflammation : non seulement il
pourrait indiquer de quel coté penche la balance entre carence et inflammation mais, en outre, une
hepcidine basse est probablement associée a une utilisation possible du fer soit via son absorption
digestive soit via un recyclage depuis les macrophages (qui métabolisent le fer injectable).
Cependant, le dosage de I'hepcidine n'est pas encore pleinement validé et se heurte encore a
quelgues difficultés techniques (voir Chapitre 2 pour une description des différentes méthodes de
dosages).
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Dosage d’hepcidine et diagnostic de carence martiale

en situation inflammatoire

Plusieurs méthodes de dosages de I'hepcidine ont été développées, utilisant soit des méthodes Elisa
soit de la spectrométrie de masse. Une étude récente a comparé ces différentes méthodes et
retrouvé une relativement bonne cohérence entre elles (en terme de variation), mémes si les valeurs
absolues observées sont différentes [565]. Pour le moment, le développement commercial de ces
méthodes de mesures est faible et elles restent du domaine de la recherche. Cependant, ces
dosages sont prometteurs pour faire le diagnostic de carence martiale, notamment en présence
d’inflammation. Quelques études ont mis en évidence cet intérét.

Ainsi, Theurl et al rapportent chez un patient ayant une anémie inflammatoire avec carence martiale
des taux indétectables d’hepcidine alors qu’ils sont élevés chez les patients sans carence [54]. Dans
une étude chinoise incluant 87 patients dont 23 avec anémie inflammatoire et 7 avec une anémie
mixte (associant inflammation et carence martiale), les auteurs rapportent des taux d’hepcidine plus
bas dans la situation mixte (483 ug/l vs 238 ug/l, p=0,034) [56].

Dans une étude plus importante, incluant 155 patients anémiques, les concentrations d’hepcidine
mesurées par spectrométrie de masse permettaient de distinguer les patients avec carence martiale
de ceux ayant une anémie inflammatoire (avec un seuil < 4nmol/l (soit 11,16 ug/l), une aire sous la
courbe de 0,968 [IC 95%, 0, 915-0, 992], une sensibilité de 98,1% et une spécificité e 84,5%) [57].
Il est intéressant de noter que dans cette étude 27 patients (52%) classés comme ayant une anémie
par carence martiale avaient également un syndrome inflammatoire (CRP > 5 mg/l). La médiane de
la concentration d’hepcidine chez ces patients ayant une carence martiale sans inflammation était
encore plus basse, a 0,8 nmol/l [57]. En revanche, pour ces auteurs, I'hepcidine ne permet pas de
distinguer les patients ayant une anémie inflammatoire de ceux ayant une anémie inflammatoire avec
un apport de fer limité pour I'érythropoiese (sans carence martiale), et il est nécessaire d’y adjoindre
un dosage de contenu réticulocytaire en hémoglobine. Il semble néanmoins plus pertinent de faire le
diagnostic de carence martiale (qui justifie un traitement martial), que celui « d’apport de fer limité »,
dont le traitement est le traitement de la pathologie causale.

Dans une étude prospective observationnelle, chez des patients de réanimation, nous avons retrouvé
des valeurs d’hepcidine normales ou basses chez les patients ayant une carence martiale et un
syndrome inflammatoire [58]. Dans cette étude, tous les patients avaient un syndrome inflammatoire
marqué (CRP médiane [Q1-Q3] a 97 [44,8-145] mg/l) En utilisant des courbes ROC, nous avons
trouvé qu’une valeur d’hepcidine < 130 pg/l (avec un dosage ELISA [59]) était indicative d’une
carence martiale en présence d’inflammation avec une relativement bonne spécificité de 85 % [58].

Ces résultats plutdt encourageant pour le diagnostic de la carence martiale en présence
d’inflammation, ne sont pas retrouvés dans toutes les études. L'équipe de Dorine Swinkels au Pays-
Bas, a une bonne expérience dans les dosages d’hepcidine par spectrométrie de masse et méthode
Elisa. Dans une publication récente, comparant ces différentes méthodes de dosage chez
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186 patients et 23 sujets contrbles, cette équipe confirme I'intérét du dosage de I’'hepcidine pour le
diagnostic de la carence martiale en I'absence d’inflammation, mais pas en cas d’anémie
inflammatoire [B0].

Ces données (en particulier les différents seuils proposés) ne sont pas a appliquer directement en
I'absence de validations cliniques plus larges, mais elles ont le mérite de souligner I'intérét du dosage
de I'nepcidine, en particulier pour le diagnostic de carence martiale. En effet, ce dosage pourrait
remplacer 'ensemble des dosages actuellement nécessaires pour faire le diagnostic de carence
martiale en présence d’inflammation, et permettre une simplification des algorithmes nécessaires a
I’heure actuelle et que nous allons décrire.

Les algorithmes pour le diagnostic de la carence martiale en
présence d’inflammation

Le tableau 2 résume les variations observées des différentes variables mesurables pour le diagnostic
de carence martiale.

Un des problemes principaux dans ce contexte est I'absence de méthode de référence pour le
diagnostic de carence martiale. Le critere retenu classiquement est I'absence de fer visible aprés
coloration de Perls sur myélogramme. Mais c’est un test invasif et incompletement spécifique. Une
attitude pragmatique est de poser le diagnostic de carence martiale en cas de réponse a un
traitement martial d’épreuve (augmentation du taux d’hémoglobine). C’est un critere proposé par
I'OMS, mais peu utilisé en pratique clinique.

En pratique il n’y a donc pas de véritable validation clinique d’un critére diagnostique, mais plutdt des
propositions d’algorithmes [2, 49, 53, 61]. Tous ont en commun d’utiliser le dosage du récepteur
soluble de la transferrine. Ce dosage permettrait en effet au mieux de distinguer I'érythropoiese
déficiente en fer (caractérisée par I’nypochromie, I'augmentation du pourcentage de globules rouges
hypochromes etc...) de la carence martiale (+ relative par rapport aux besoins). Ce dosage peut étre
utilisé en association avec un autre parametre comme le contenu réticulocytaire en hémoglobine
[49, 61] ou le dosage d’hepcidine [57]. Il peut également étre utilisé dans des algorithmes.

Nous proposons ici un algorithme pour le diagnostic de la carence martiale en présence
d’inflammation, dont les valeurs seuils sont a discuter (tableau 2), mais qui a le mérite d’avoir été
utilisé et de prédire une réponse au traitement martial en pré-opératoire de chirurgie orthopédique
[62]. Cet algorithme est présenté Figure 1.

Nous allons maintenant discuter du diagnostic de « carence martiale » en fonction du contexte
clinique de I’'anémie inflammatoire.
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Tableau 2 : Modifications des différents marqueurs biologiques en fonction du statut martial.

Carence Anémie Carence martiale
Normales . . . . .
martiale inflammatoire et inflammation
F 2-
erlsur y 3. | 0-1 5 1.0
myélogramme (unité arbitraire)
0.7-1.8 mg/I
Fer séri AN AN AN
er senque 12-35 umol/!
. 1.8-2.85 g/l
Transf Na~
ransferrine 25-95 moll A2 NN a
saturation de la
. 20-50 % NN < 16 NN <20 NN < 20
Transferrine
" . 30-300 ug/l NN <30 AP 2
Ferritine sérique .
50-670 pmol/l  (femmes < 12) ug/l > 100 ug/l Variable ou N
% de globules
rouges 1-5% A7 7 22
hypochromes
Contenu réticulo-
cytaire en 28 - 35 pg A Nou N N
hémoglobine
zinc protopor- 30 — 80 e
ohyrine h LSS > 200 > 100 > 200
érythrocytaire Sl
0.83-1.76 mg/I
TR A
S 1.9-4.4 mg/I$ 7 b
" < 0.7 (1.5) ou AP N 2
sTtR/log ferritine
g fermt <2 (@4 > 50u4 < 0,70u2 < 0,70u2
Pas d leur d
Hepocidine as de vaieur de e 22 NawN
référence
C-Reacti
eactive <10 mg/* N 22 2
Proteine

STfR, Recepteur soluble a la transferrine.

* Les valeurs varient en fonction des kits de dosage. $ pour respectivement les dosages de Siemens
Healthcare Diagnostics (Deerfield, USA) (commercialisés avant par Dade Behring SA) et de Roche
diagnostics (Meylan, France).
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Les differents contextes cliniques

Comme nous I'avons souligné en introduction, il existe beaucoup de causes différentes de I'anémie
inflammatoire et le diagnostic de carence martiale ou plus exactement I'indication du traitement martial
varie grandement en fonction du contexte clinique. Nous aborderons ici les principales situations
cliniques.

Carence martiale et insuffisance rénale chronique

Nous aborderons ici la problématique des patients hémodialysés chroniques. L'anémie de
I'insuffisance rénale chronique est mixte, associant une inflammation liée a la maladie causale et/ou
a I'hémodialyse chronique et des pertes d’hémoglobine (et donc de fer) liées aux prélevements
répétés (environs 0,5 g/an) et aux hémodialyses (pertes « normales » 1g/an, pertes « accidentelles par
saignement 1g/an). Au total, ces pertes représenteraient environ 3g/an [63]. La baisse de la filtration
glomérulaire est également responsable d’une relative accumulation de I’'hepcidine (normalement
excrétée par le rein). Ainsi, on observe une augmentation des concentrations d’hepcidine chez les
patients hémodialysés [64].

En outre, du fait de I'utilisation de I'érythropoiétine recombinante dans cette situation clinique, c’est
dans ce contexte qu’a été décrit le concept de « carence martiale fonctionnelle ». C’est a dire d’une
érythropoiese limitée par les apports de fer alors méme que les réserves sont normales. La réponse
a I'EPO (i.e. 'augmentation du taux d’hémoglobine) est plus importante en associant un traitement
martial (habituellement par voie intraveineuse) a I'injection d’EPO. Ceci peut étre expliqué par une
répression de I’hepcidine secondaire a la stimulation de I'érythropoiese par 'EPO [34, 64].

C’est dans ce contexte d’insuffisance rénale chronique (en particulier chez I'hémodialysé) que le
traitement martial est le plus prescrit, soit pour traiter une carence martiale « vraie » soit pour améliorer
la réponse a I'EPO dans le contexte de carence martiale fonctionnelle.

Ainsi, les criteres « habituels » de carence martiale sont-ils modifiés [65]. Les principaux marqueurs
utilisés sont la saturation de la transferrine et la ferritine sérique. Le traitement martial visera a
maintenir une saturation de la transferrine supérieure a 20%, sans dépasser une valeur de 50% (cette
notion est méme retirée des derniers guidelines américains de 2006 : KDOQI accessibles sur
http://www.kidney.org/professionals/kdogi/guidelines_Anemia/images/tables/tablel.jpg, accédeé le
5 janvier 2011). Il existe une corrélation entre des taux de saturation bas et une surmortalité [66],
méme chez les patients en pré-dialyse [67]. Il existe également une relation entre ferritine élevée
(> 800 ug/l) et mortalité, mais il est clair qu’une ferritine élevée n’est pas toujours synonyme de
réserves en Fer élevées. Dans ce contexte, il est recommandé de maintenir la ferritine supérieure a
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200 ug/l (et < 500 ou 1200 wng/l selon les auteurs [37]). Ceci s’entend dans un contexte d’anémie
traitée par EPO, avec une hémoglobine cible autour de 12 g/dl.

Pour les patients en pré-dialyse, il existe également une indication au traitement martial : I'objectif est
de maintenir un taux de saturation de la transferrine > 20% et une ferritinémie > 100 ug/I. Il existe
chez ces patients une bonne corrélation entre les concentrations d’hepcidine et de ferritine, rendant
le dosage de I'hepcidine particulierement intéressant dans cette population [64].

Carence martiale et maladies inflammatoires chroniques
intestinales (MICI)

Une autre situation clinique associant relativement fréquemment 'inflammation et la carence martiale
concerne les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI). En effet, dans ce contexte, la
fréquence de I'anémie est élevée, autour de 30% et celle de la carence martiale est estimée a 45%
[68]. Cette carence martiale est notamment liée a des saignements digestifs et/ou a un défaut
d’absorption du fer (secondaire aux troubles du transit et a I'inflammation). Il est admis que cette
anémie (et probablement la carence martiale) sont responsables d’une altération de la qualité de vie
des patients. Il est donc recommandé de les corriger.

Un algorithme décisionnel a été proposé dans ce contexte [68]. Il repose sur le dosage de la ferritine,
de la saturation de la transferrine et de la CRP. Les auteurs retiennent, en I'absence d’anémie, une
ferritine basse (< 30 ug/l si CRP < 5mg/l ou < 100 ug/l si CRP > 5 mg/l) comme indicateur d’un
traitement martial (dose totale de fer a donner comprise entre 600 et 1000 mg). En présence d’une
anémie modérée (Hb > 10 g/dl), les auteurs retiennent un seuil de ferritine <100 ug/l avec une
saturation de la transferrine < 20% pour indiquer le traitement martial (dose totale 1300 — 1800 mg)
et en présence d’une anémie plus sévere (Hb < 10 g/dl, un seuil de ferritine < 200 ug/! (pour une dose
totale > 2000 mg).

On vait, 1a encore, que les seuils des différents marqueurs pour le diagnostic de carence martiale
doivent étre modulés en fonction du contexte clinique et du degré d’infammation. C’est
particulierement vrai pour la ferritinémie.

Carence martiale et anémie du cancer

La place du traitement martial dans I’'anémie du cancer est difficile a déterminer actuellement. En effet,
jusgu’a récemment, l'utilisation du fer (injectable) semblait nécessaire en association a
I'érythropoiéting, sans utiliser de marqueur biologique autre que la réponse médullaire [69] (i.e. le taux
d’hémoglobine). Cependant, du fait de modifications récentes des recommandations concernant
I'utilisation de I’érythropoiétine la situation actuelle est plus complexe (recommandations des sociétés
américaines d’hématologie et d’oncologie [70]). Devant des données récentes montrant une
augmentation du risque de thrombose voire une progression tumorale, ces recommandations ont
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limité drastiquement les indications de I'EPO en cancérologie [70].

Concernant la carence martiale, il est recommandé de la rechercher en cas d’anémie chez les
patients souffrants de cancer. Les marqueurs proposés sont simplement la ferritine, le fer sérique et
la saturation de la transferrine. Il N’y a pas de recommandations précises sur les valeurs seuils a
utiliser, mais il semble raisonnable de proposer les mémes valeurs que pour le diagnostic de carence
martiale dans les autres anémies inflammatoires (i.e. une ferritine < 100 ug/l et/ou une saturation de
la transferrine < 20%). Il semble également Iégitime de rechercher une carence martiale par le dosage
du récepteur soluble de la transferrine et le contenu réticulocytaire en hémoglobine, comme proposée
par Thomas et col, en particulier en cas de traitement par EPO [49, 61].

Carence martiale en réanimation

La encore, le contexte clinique est complexe, associant inflammation et spoliations sanguines et
impliquant une régulation complexe du métabolisme du fer en général et de I’'hepcidine en particulier
[71]. Cependant, les résultats expérimentaux [34, 54] et les données cliniques récentes [72] plaident
pour une utilisation possible du fer dans ce contexte.

Le dosage de I'hepcidine sérique est prometteur dans cette situation clinique, une valeur « normale »
ou basse permettant de diagnostiquer une carence martiale [58]. Cependant, en I'absence de dosage
d’hepcidine disponible, il faut la encore se reposer sur I'utilisation de plusieurs marqueurs biologiques
pour faire le diagnostic de la carence martiale soit en utilisant I'index de ferritine (c’est a dire le ratio :
RsTf / log(ferriting), soit au sein d’un algorithme plus complexe utilisant la zinc protoporphyrine [53].
Nous proposons d’utiliser 'algorithme présenté dans la Figure 1, bien qu’il ne soit pas validé
cliniguement.

Figure 1: Algorithme diagnostique de la carence martiale (utilisable en présence d’inflammation).

Pas de CM

Carence Carence
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Martiale
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Conclusions

Linflammation interagit avec le métabolisme du fer par le biais d’une induction de la synthese de
I’hepcidine (hormone « chef d’orchestre » de la régulation du métabolisme du fer), qui conduit a une
séquestration du fer au sein des macrophages et a une limitation de son absorption digestive.
Parallelement, a cette induction de synthése d’hepcidine, l'inflammation induit la synthese de la
ferritine, indépendamment du niveau des réserves en fer, ce qui rend difficile I'’évaluation de ces
réserves en fer. De nouveaux marqueurs biologiques sont donc nécessaires pour |'évaluation du
métabolisme du fer en présence d’inflammation. Parmi ces marqueurs, le récepteur soluble de la
transferrine semble le plus simple a utiliser, seul ou au sein d’algorithmes plus complexes, mais le
dosage de I'hepcidine est prometteur et pourrait s'imposer dans les années a venir.

Il existe en effet des situations mixtes, associant une carence martiale a 'inflammation. Méme si le
diagnostic de cette carence martiale est complexe dans ce contexte, il représente un enjeu
thérapeutique.

Les champs d’investigations, cliniques et expérimentales, ouverts par la découverte de I’hepcidine et
de sa régulation sont donc grands. Cette recherche devrait permettre d’améliorer la prise en charge
des patients dans un grand nombre de situations cliniques.
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Introduction

Les anémies microcytaires, caractérisées par un volume globulaire moyen inférieur a 80fL, résultent
généralement d’une anomalie de synthése de I'hémoglobine. Les formes les plus habituelles sont
dues a une carence en fer alimentaire et touchent une partie importante de la population mondiale,
particulierement dans les pays en voie de développement. A coté de ces formes fréquentes qui
relevent d’une supplémentation en fer, il existe des formes beaucoup plus rares d’origine génétique.
Certaines sont relativement bien connues : les thalassémies, d’autres beaucoup plus rares et de
découverte plus récente, sont dues a des anomalies de I'absorption ou de I'utilisation du fer. Leur
diagnostic ne doit donc étre envisagé qu’apres exclusion des causes les plus communes d’anémie
microcytaires. La notion de maladie « familiale » est retrouvée de fagon trés inconstante du fait du
mode de transmission dans les formes récessives et de la petite taille de beaucoup de familles. Dans
un nombre de cas croissant, I'analyse des genes en cause peut confirmer et préciser le diagnostic et
participer a une prise en charge adaptée. Par ailleurs, ces anomalies rares confirment le réle fonctionnel
de génes récemment identifiés et codant pour des protéines impliquées dans le métabolisme du fer.
Ces anomalies soulignent également les liens qui existent entre synthése d’heme et métabolisme du
fer. Nous distinguerons deux groupes de maladies selon qu’il existe ou une accumulation de fer dans
les érythroblastes : anémies sidéroblastiques et non sidéroblastiques (Tableau 1).

Tableau 1: caractéristiques des anémies microcytaires rares.
XR = lié a I’X récessif, AR = autosomique récessif.

Sidéroblastiques Non sidéroblastiques
LS & ALAS2 SLC25A38 TF cP DMT1 TMPRSS6
cause
MOd? d.e XR AR AR AR AR AR
transmission

Fonction de la Synthése de Synthese de  Transport du Oxydation du Transport mem- Régulation de

protéine I’'heme I’'heme fer plasmatique fer branaire dufer  I’hepcidine
Fer sérique et Diminué
saturation de ~ augmenté augmenté Absence de diminué diminué Trés diminué
la transferrine transferrine

Normale ou  Normale ou

Ferritine augmenté augmenté augmenté augmenté ) L
augmentée diminuée
Surcharge ,
R +++ (foie, )
parenchy- ++ A +++ +++ +++ ++ (foie) -
SNC)
mateuse
, L Greffe de Transferrine/  Ceruloplasmine/
Traitement pyridoxine , . erythropoiétine Fer IV
moelle plasma frais  plasma frais
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Pour chaque maladie sera indiqué le numéro dans la base de données OMIM (Online Mendelian
Inheritance in Man) consultable sur internet : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim.

Les anémies sidéroblastiques 1

Il s’agit d’'un groupe hétérogéne de maladies défini par la présence de sidéroblastes en couronne
dans la moelle osseuse. Lorsqu’il existe un trouble de la synthése de la protoporphyrine, précurseur
direct de I’'hnéme, le fer s’accumule dans les mitochondries et une coloration spécifique du fer sur le
myélogramme permet de voir des dépdts de fer périnucléaires dans les érythroblastes,
caractéristiques des sidéroblastes en anneau (ring sideroblasts). A coté des formes acquises,
probablement les plus fréquentes (syndrome myélodysplasique, carence en pyridoxine, causes
toxiques), il existe des formes congénitales d’origine génétique qui sont soit isolées, soit
syndromiques.

Formes syndromiques

Les formes syndromiques traduisent le plus souvent un dysfonctionnement mitochondrial consécutif
a des anomalies de I’ADN mitochondrial ou a des mutations récessives de genes nucléaires codant
pour des protéines mitochondriales. Il est a noter que I'anémie est macrocytaire plutét que
microcytaire a I'exception de la Myopathie, Acidose Lactique Anémie Sidéroblastique 1 (OMIM
600462) et de I'anémie sidéroblastique et ataxie (OMIM301310). Ces formes syndromiques peuvent
associer des anomalies de développement, des défauts neurosensoriels, un diabete, une myopathie.
Dans tous les cas, excepté I'anémie sidéroblastique et ataxie lie a I'X, il existe des signes de
cytopathie mitochondriale avec une élévation du rapport lactate/pyruvate sanguin.

Formes non syndromiques

Anémie sidéroblastique congénitale liée a I’X (OMIM #300751)

Parmi les formes d’anémie sidéroblastique congénitale non syndromique, la forme la mieux connue
est transmise sur le mode récessif i€ a I'X et implique des mutations du gene ALAS2 qui code pour
l'isoforme érythroide-spécifique de la premiére enzyme de synthése de I'heme, l'acide delta
aminolevulinique (ALA) synthase. En accord avec la localisation sur le chromosome X du gene ALAS2,
les sujets atteints sont le plus souvent des garcons tandis que les filles atteintes ont toutes un biais
d’inactivation du chromosome X. Une quarantaine de mutations, pour la plupart privées, ont été
décrites a ce jour (http://www.hgmd.cf.ac.uk). Le degré d’anémie ainsi que I’dge de découverte sont
tres variables. Environ 2/3 des patients sont sensibles au traitement par la pyridoxine (précurseur du
phosphate de pyridoxal qui est le coenzyme de 'ALAS2). La constitution d’une surcharge en fer,
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méme en I'absence de transfusions, est pratiquement constante et représente une complication
importante nécessitant le traitement par des chélateurs du fer. Il semble d’ailleurs que la déplétion en
fer améliore I'érythropoiese et corrige, au moins partiellement, I'anémie. La surcharge en fer résulte
d’une augmentation de I'absorption du fer lié a une diminution d’hepcidine et, peut étre également a
un mécanisme de dérégulation du systeme IRP qui conduirait @ une augmentation du récepteur de
la transferrine sur les érythroblastes.

Anémie sidéroblastique congénitale autosomale récessive (OMIM #205950)
Plusieurs cas d’anémie sidéroblastique congénitale sporadique ou familiale, avaient été décrits en
I'absence de mutation ALAS2, suggérant que d’autres genes pouvaient étre en cause. Une mutation
homozygote du gene GLRX5 a été rapportée en 2007 chez un patient italien [2], mais ce cas reste
unique a ce jour. Récemment, I'étude de familles canadiennes originaires des provinces maritimes a
permis a une équipe de Boston de localiser une région d’intérét par cartographie des régions du
génome homozygotes, en faisant I'hypothése d’une transmission récessive et d’un effet fondateur. Le
séquencage des génes situés dans la région d’homozygotie commune aux différentes familles a
permis d’identifier la méme mutation nonsense du gene SLC25A38 chez les trois enfants atteints [3].
Cette équipe a ensuite trouvé des mutations bialléliques du gene SLC25A38 chez 11 cas index [3] et
ces résultats ont été confirmés sur une autre série de patients [4].

SLC25A38 est un géne exprimé préférentiellement dans les érythroblastes. Son rble dans
I'érythropoiese a été confirmé chez le poisson zebre. SLC25A38 fait partie d’'une famille de génes
codant pour des transporteurs présents dans la membrane interne mitochondriale. Son homologie
structurale avec d’autres membres de la famille SCL25 suggere que le produit de SLC25A38 est
impliqué dans le transport d’acides aminés ou de molécules apparentées. Linactivation de I'orthologue
de SLC25A38 chez Saccharomyces cerevisiae entraine un défaut de synthése d’heme qui est corrigé
par I'addition d’ALA ou de glycine au milieu de culture. Il est donc vraisemblable que le transporteur
codé par SLC25A38 intervienne dans le transport mitochondrial de 'ALA vers le cytoplasme ou
I'import de la glycine dans la mitochondrie (ou les deux dans I'hypothese d’un échange).

Le phénotype associé aux mutations de SCL25A38 est trés voisin de celui retrouvé dans les cas de
mutation ALAS2 : I'anémie sidéroblastique est microcytaire, peu régénérative et associée a une
surcharge en fer. La physiopathologie est commune et fait intervenir un défaut d’utilisation et une
accumulation du fer mitochondrial dans les érythroblastes, consécutifs a une anomalie de synthese
de I'ALA, précurseur de I’'heme. Cependant, dans tous les cas avec mutation de SLC25A38, I'anémie
est sévere, insensible au traitement par la pyridoxine et les patients sont tous dépendant des
transfusions avec pour seul traitement curatif a ce jour, la greffe de moélle.

Depuis 2002, sur une série de 32 patients présentant une anémie sidéroblastique non syndromique,
notre laboratoire a identifié des mutations du gene ALAS2 chez 17 cas index (52 % des cas), du géne
SLC25A38 chez 5 patients (15% des cas) et aucune mutation du gene GLRX5. Dans une proportion
relativement élevée de patients aucune anomalie génétique n’a pu étre identifiée (32% dans notre
série, 43% la série américaine [4]) suggérant I'implication d’autres genes encore non identifiés dans
les formes non syndromiques d’anémie sidéroblastique congénitale (Human Mutation, sous presse).
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Anémies microcytaires non sidéeroblastiques (s

Plusieurs maladies rares d’origine génétique ont pour conséquence un défaut de disponibilité du fer
pour I'érythropoiese et entrainent une anémie microcytaire hypochrome. Il peut s’agir d’un défaut de
transport du fer ou bien d’un défaut de régulation de I'absorption intestinale et des mouvements du
fer dans 'organisme, illustrant d’une part le réle de protéines impliquées d’une part dans le transport
du fer (transporteurs et d’oxydo-réductases) et d’autre part le rble régulateur de I'hepcidine.

Atransferrinémie ou d’hypotransferrinémie (OMIM #209300)

De rares cas de déficit en transferrine (moins d’une dizaine), hérités sur le mode autosomique récessif
ont été rapportés. Il existe chez ces patients un retard de croissance, des infections intercurrentes et
une anémie sévere due a un défaut d’apport du fer lié a la transferrine aux érythroblastes contrastant
avec une surcharge en fer parenchymateuse massive (foie, coeur, pancréas, thyroide, articulations). Il
est vraisemblable que cette surcharge s’explique par augmentation de I'absorption intestinale du fer,
consécutive a une répression de I'hepcidine du fait de I'anémie. Du fait de I'absence ou de la
diminution de la transferrine, le fer absorbé se trouve sous forme de fer non lié a la transferrine et est
rapidement capté par les différents tissus. Le traitement est substitutif et consiste a injecter
régulierement du plasma ou de la transferrine.

Acéruloplasmie congénitale (OMIM #604290)

["acéruploplasminémie est une maladie rare transmise également sur le mode autosomique
autosomique récessif qui se caractérise par une anémie microcytaire associée a une surcharge en fer
et une dégénérescence neuronale progressive. La céruloplasmine est une oxydase du fer
indispensable pour le passage du fer exporté par les cellules sur I'apotransferrine. En I'absence de
céruloplasmine, le fer reste séquestré de maniére préférentielle dans certains types cellulaires
(particulierement les hépatocytes, les cellules pancréatiques, les cellules du systeme réticulo-
endothélial et certains neurones) entrainant les autres signes de la maladie : ataxie, démence, diabéte,
dégénérescence rétinienne. La concentration sérique du fer est faible, la ferritine élevée ainsi que la
concentration hépatique en fer. Le diagnostic est fortement suspecté par les résultats de I''RM qui
reflete 1'accumulation de fer dans le cerveau et le foie et confirmé par I'absence ou la tres forte
diminution de céruloplasmine sanguine. Le traitement chélateur peut étre utilisé si 'anémie est
modérée (plus de 9 g/dL d’hémoglobine) et combiné avec la transfusion de plasma frais qui apporte
de la céruloplasmine.
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Déficit en DMT1 (OMIM #206100)

Le déficit de DMT1 est a I'origine de formes autosomiques récessives d’anémie microcytaire. Il s’agit
d’un transporteur membranaire du fer ferreux impliqué d’une part dans I'absorption intestinale et
d’autre part dans son utilisation par les érythroblastes : en effet, DMT1 permet la sortie du fer de
'endosome apres linternalisation des complexes fer-transferrine. Des mutations de DMTT,
initialement mises en évidence chez la souris mk ont été trouvées dans un petit nombre de familles
(5 cas décrits dans la littérature). Curieusement, contrairement a la souris mk, les patients présentent
une surcharge hépatique en fer. Leur anémie peut étre partiellement corrigée par I'administration
d’érythropoiétine qui semble également diminuer la surcharge en fer.

IRIDA (OMIM #206200)

Trés récemment, plusieurs publications ont montré que des mutations du gene TMPRSS6 codant
pout la matriptase-2 étaient a 'origine d’une forme génétique d’anémie microcytaire résistante au
traitement par le fer oral (IRIDA pour Iron Resistant Iron Deficiency Anemia) et transmise sur le mode
autosomique récessif (voir [6] pour revue). La matriptase-2 est une serine protéase membranaire de
type 2 qui régule négativement I'expression de I'hepcidine en dégradant I’hémojuvéline, protéine
membranaire présente a la surface des hépatocytes et nécessaire pour I'expression de I'hepcidine
(voir Chapitre 2). Le diagnostic peut étre suspecté devant une anémie microcytaire avec un fer
sérique tres diminué, en 'absence de carence d’apport en fer chez un jeune enfant. L’absence de
carence en fer est confirmée par le test thérapeutique de supplémentation en fer oral qui ne corrige
pas I'anémie (ou ne la corrige que partiellement). La ferritine sérique est souvent basse mais parfois
€galement normale, particulierement chez des enfants qui ont déja recu un traitement par le fer. Le
dosage d’hepcidine sérique ou urinaire montre des valeurs qui sont élevees compte tenu de I'anémie.

Dans plusieurs études, I'administration de fer IV a des doses relativement élevées entraine une

augmentation de la ferritine sérique puis une amélioration hématologique a long terme (plusieurs mois

a plusieurs années) avec une correction de I’'hémoglobine malgré la persistance d’une saturation de

la transferrine faible et d’'une microcytose. Il semble que les besoins en fer IV pour corriger I'anémie

aient tendance a diminuer avec I'age.

Ces observations indiguent que :

- le défaut d’absorption du fer joue un réle majeur dans I'apparition de I’'anémie chez le jeune enfant,
particulierement dans I’enfance ou les réserves en fer doivent normalement se constituer.

- Ce défaut d’absorption est circonvenu par I'administration de fer V. Celui ci est capable de restaurer
les réserves en fer et d’assurer une correction de I'anémie a long terme malgré un fer sérique restant
anormalement bas. En effet, le fer administré par voie intraveineuse est initialement capté par les
cellules macrophagiques puis, malgré la présence d’une concentration d’hepcidine augmentée est
lentement relaché dans la circulation (voir figure 1) et utilisé par les cellules érythropoiétiques. Les
caractéristiques de I'|RIDA traitée par le fer IV rappellent celles de 'anémie des états inflammatoires
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chroniques qui sont également caractérisées par la coexistence de réserves en fer macrophagiques
et d’une saturation basse de la transferrine.

Figure 1 : Efficacité du fer intraveineux dans les IRIDA. L’excées d’hepcidine est responsable d’une diminution de
I’absorption du fer et des réserves macrophagiques. Le fer intraveineux est rapidement capté par les macrophages
puis lentement relaché dabns le plasma permettant une correction de I’'anémie.

De fagon intéressante, des polymorphismes communs du géne TMPRSS6 sont associés, dans la population géné-
rale au volume globulaire moyen et a la concentration d’hémoglobine, en dehors de toute pathologie [7-11]. Ces don-
nées suggerent que pour un méme apport alimentaire en fer, certains sujets développent plus que d’autres une
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Introduction

Il existe une abondante littérature sur les relations entre métabolisme du fer et maladies infectieuses.
Le fer est, en effet, un élément indispensable a la survie de la plupart des microorganismes et ceux- ci
ont développé des stratégies de captation du fer tres diversifiées. Les agents pathogénes (bactéries,
parasites, virus) ont du s’adapter pour détourner les différentes formes du fer qui existent chez leurs
hétes a leur profit. En retour, dans le conflit génomique, qui oppose les agents infectieux et leurs
hotes, ces derniers ont développé une série de mécanismes qui rendent le fer indisponible aux
pathogenes, tout en permettant son utilisation pour leurs besoins propres.

Hoéte Pathogénes

Le fer est hautement compartimenté et
fortement pris en charge par des protéines
qui le rendent indisponibles pour les Le fer est essentiel pour la survie des
microorganismes pathogénes qui ont développé des systemes
de captation du fer extrémement divers
Les concentrations de fer libre sont tres faibles

(<10-24 mol/L) Les sidérophores bactériens ont une affinité
extrémement forte pour le fer
Au cours de la réaction inflammatoire aigué, (10-52 mol/L pour I'entérobactine).
I’absorption intestinale du fer et son export
a partir des macrophages est inhibée Chez les bactéries, les génes impliqués dans

I'acquisition du fer sont fréquemment
La déficience et la surcharge en fer peuvent regroupés dans les ilots de pathogénicité
moduler les réactions immunes du génome.

Pour tenter de résumer les connaissances sur le sujet nous envisagerons deux aspects de la question :
dans un premier temps, les bases théoriques et études expérimentales sur des modeles cellulaires et
animaux puis, dans un second temps, les données épidémiologiques : études observationnelles et
études d'’intervention.
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Bases theoriques et données expérimentales

Les relations entre métabolisme du fer et pathogenes s’exercent a deux niveaux : d’une part, celui
d’une « lutte » pour le fer dont les microorganismes ont besoin et que I'organisme infecté va s’efforcer
de leur soustraire et d’autre part, au niveau des liens étroits qui existent en immunité et homéostasie
du fer.

Lutte pour le fer [1-4]

Pour des pathogénes cellulaires (bactéries, parasites) la captation du fer par les microorganismes
est un enjeu majeur de survie et de nombreuses « parades » de I'hdte consistent a rendre le fer de
I’'organisme indisponible. Ainsi, la synthese de ligands du fer de haute affinité par les cellules peut étre
considérée comme une défense non spécifique anti-infectieuse déjouant les mécanismes bactériens
de captation du fer par les agents pathogenes.

La lactoferrine, secrétée dans le lait et dans de nombreuses autres sécrétions externes, est
€galement sécrétée par les granules des polynucléaires neutrophiles. Elle appartient a la méme famille
que d’autres protéines fixant le fer comme la transferrine et I'ovotransferrine, protéines largement
distribuées chez de nombreuses especes. La lactoferrine fixe deux atomes de fer par molécule et
relache ces atomes a un pH beaucoup plus bas que ne le fait la transferrine ; cela pourrait expliquer
sa fonction au niveau de foyers infectieux ou, a faible pH, elle peut encore fixer le fer, le rendant ainsi
indisponible pour la croissance bactérienne ; il faut cependant noter que certaines bactéries sécretent
dans le milieu des sidérophores de tres haute affinité pour le fer (catéchols et hydroxamates), qui
extraient le fer de la lactoferrine ; le complexe ainsi formé est internalisé et le fer délivré a I'intérieur de
la bactérie.

La lipocaline 2 (NGal) est une petite molécule secrétée par différents tissus (rein, poumon,
polynucléaires neutrophiles) qui se lie a des ligands de faible poids moléculaire dont des sidérophores
bactériens se complexant au fer ferrique avec une grande affinité. De facon intéressante, les souris
dont le gene NGAL a été inactivé présentent une sensibilité accrue aux souches bactériennes de
différentes especes utilisant I'entérobactine comme sidérophores, dont certaines souches d’E coli [5].
Des modifications de la compartimentation cellulaire du fer interviennent au cours de la réaction
inflammatoire : I'induction de I'hepcidine par I'lL6 et par la voie TLR4 conduit a un blocage de la sortie
du fer des macrophages et a une diminution de son absorption intestinale entrainant une
hyposidérémie (voir Chapitre 2). Il est, a cet égard, tout a fait intéressant d’observer que I’hepcidine
a été initialement identifiée comme un peptide antibactérien et que méme si, chez les mammiferes,
cette fonction est remise en question, les homologues d’autres especes, comme de nombreux
poissons, ont conservé cette activité anti-infectieuse directe. Si cette « réaction » de I'héte est
efficace, comme I'indique a contrario I'étude des modeles animaux ou ces mécanismes sont inactivés
ou encore, dans certains cas, I'étude de la pathologie génétique humaine, elle peut aussi, lorsque des
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pathogénes ont acquis des mécanismes qui mettent en défaut ces défenses, se révéler délétere :
ainsi, les bactéries intracellulaires qui infectent les macrophages peuvent tirer bénéfice de
I'augmentation de la concentration en fer macrophagique favorisée par la réaction inflammatoire. En
retour, il est établi que Nramp1, transporteur du fer, agit en exportant le fer du phagosome et en prive
les bactéries qui se multiplient dans ce compartiment [6]. Au sein du macrophage, I'expression de
Nramp1, régulée positivement par I'interferon-y, joue donc ainsi un réle dans la défense contre des
bactéries intracellulaires comme les salmonelles, les mycobactéries et les clamydia. Nramp1 avait
d’ailleurs été initialement identifié par une approche de génétique positionnelle chez la souris basée
sur des différences de sensibilité aux pathogénes intracellulaires entre lignées de souris : les souris
qui ont une mutation inactivatrice de ce géne sont sensibles aux infections par des germes
intracellulaires tandis que la présence de Nramp1 leur permet de contrbler la prolifération
intracellulaire de ces microorganismes. Plusieurs études ont montré, chez ’'homme, une association
entre des polymorphismes génétiques de Nramp et la susceptibilité a la tuberculose [7] bien que ces
résultats n’aient pas été confirmé dans d’autres études [8].

Pour les virus, qui utilisent pour leur réplication la machinerie cellulaire des hotes qu’ils infectent, la
disponibilité du fer dans les cellules infectées semble également jouer un réle important dans le cycle
réplicatif [2].

Ainsi, plusieurs étapes de la réplication du virus HIV-1 dépendent du fer. Par exemple, la transcription
de "ADN proviral est initiée par le facteur NF-KB. Le fer active NF-KB dans les macrophages par
génération de formes activées de I'oxygene et activation de |-KB kinase. La protéine virale Nef,
modifie la localisation de la protéine HFE en déroutant cette protéine au cours de son adressage
membranaire vers I'appareil de golgi et il en résulte une accumulation de fer dans les macrophages.
L'action de Nef sur HFE suggére que le virus a développé des moyens de favoriser un environnement
riche en fer propice a sa propagation. Le traitement de macrophages et de lymphocytes CD4+ en
culture par de I'hepcidine induit, en empéchant I'export du fer cellulaire par la ferroportine, une
augmentation de la production virale tandis que la réplication du virus est diminuée dans les cultures
cellulaires en présence d’un chélateur du fer (desferrioxamine) qui bloque NF-KB.

Dans le cas du virus de I'hépatite C, La suppression d’hepcidine observée au cours de l'infection
pourrait étre liée a la production d’espéeces réactives de I'oxygene promue par le virus. L'étude d’un
modele de souris transgéniques exprimant la polyprotéine virale a montré qu'il existait une diminution
de I'expression de 'hepcidine hépatique conduisant a une surcharge en fer, un stress oxydatif accru
et un risque d’hépatocarcinome. Les études sur cellules en culture ont produit des résultats parfois
contradictoires : augmentation de I'expression des génes viraux pour certains, diminution de la
réplication virale pour d’autres. L’évolution du virus C qui conduit a une diversification en « quasi-
especes » est de mauvais pronostic. Il est possible que la production d’espéces activées de
'oxygene, en augmentant le taux de mutation, favorise, conjointement avec la pression
immunologique cette évolution.

Certains virus utilisent le récepteur-1 de la transferrine pour pénétrer dans les cellules : ainsi, les
Arénovirus qui infectent les rongeurs mais sont également responsables de fievres hémorragiques
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chez I’'homme, expriment une glycoprotéine de surface qui se lie au récepteur de la transferrine, ce
récepteur étant surexprimé dans les cellules qui proliferent, il est possible que le virus y trouve un
avantage réplicatif.

Immunité et métabolisme du fer [3, 9]

Il existe des interactions entre métabolisme du fer et immunité. Une accumulation de fer cellulaire,
principalement macrophagique, est associée a I'inflammation chronique dans de nombreux tissus. Le
fer intracellulaire module la sécrétion de cytokines et, en retour, les protéines de la phase aigué de
I'inflammation, dont les cytokines inflammatoires, contrélent 'lhoméostasie du fer au niveau de
I’'organisme et au niveau cellulaire. Ces influences réciproques sont brievement illustrées par quelques
exemples. La stimulation de macrophages par le LPS ou le TNF-a. induit une augmentation transitoire
du fer « libre » intracellulaire qui précéde I'activation de NF-KB(10). Les chélateurs du fer, en diminuant
le fer libre intracellulaire diminuent I'activation de NF-KB. Lactivation, de NF-KB fait intervenir un
mécanisme complexe de transduction qui implique la génération d’especes activées de I'oxygene et
la phosphorylation de l'inhibiteur de NF-KB, |I-KB. Ces données obtenus sur des macrophages en
culture sont confirmées par des résultats in vivo, chez la souris : les souris dont le gene HFE est
inactivé (souris KO HFE -/-), et qui ont une concentration diminuée de fer macrophagique, présentent
un défaut dans la production de cytokines inflammatoires (TNF-a et IL6) lorsqu’elles sont infectées
par des salmonelles [11]. Ce défaut est spécifique de la voie d’activation dépendant de TLR4 et cette
anomalie peut étre reproduite dans des macrophages de souris non mutées sous I'effet de chélateurs
du fer intracellulaire [11]. Ces données suggerent que le statut en fer du macrophage puisse moduler
positivement la réponse inflammatoire a une infection.

Les cytokines inflammatoires stimulent la transcription de I'hepcidine. Réciproquement, I'hepcidine
module la réponse au LPS du macrophage en diminuant la production des cytokines
proinflammatoires [12] (TNF-a et IL6). Cet effet qui fait intervenir la voie d’activation Jak2/Stat3 qui
suit la fixation de I'hepcidine sur la ferroportine (voir Chapitre 2). Cette régulation peut étre vue
comme un rétrocontrble négatif puisque I'hepcidine est une des protéines de la phase aigué de
I'inflammation.

Ces influences réciproques entre homéostasie du fer et immunité ouvrent des perspectives
thérapeutiques de modifier la réponse inflammatoire en manipulant ’noméostasie du fer soit
directement par des chélateurs soit en modifiant I’action de I'hepcidine via des agonistes ou des
antagonistes. Cependant, la complexité des interactions entre fer et inflammation tant au niveau
cellulaire que moléculaire, I'existence démontrée ou vraisemblable de nombreuses boucles de
rétrocontrOles positifs et négatifs rendent difficile de prévoir les conséquences d’une intervention et
plaident en faveur d’un effort de modélisation et d’intégration des connaissances.
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Donnéees éepidémiologiques

Trois types d’étude épidémiologiques ont posé la question de la relation entre statut martial et

maladies infectieuses :

1 - des études transversales ou rétrospectives ont recherché I'existence de corrélations entre la
prévalence ou bien la sévérité de différents types d’infection (hépatites C, VIH, paludisme,
tuberculose) et les parameétres classiques du bilan martial (ferritine, saturation de la transferrine) ou
bien des indicateurs plus spécifiques (fer hépatique, médullaire ou splénique selon les cas)

2 - des études d’intervention visant soit a prévenir les inconvénients de la carence en fer en apportant
une supplémentation alimentaire dans des populations carencées soit a diminuer les réserves en
fer chez des patients infectés (virus C) en pratiquant des saignées

3 - des études dans des sous-groupes spécifiques de patients surchargés en fer pour des raisons
génétiques ou environnementales.

Etudes observationnelles

La grande majorité des études publiées a montré une association entre bilan martial et prévalence ou
sévérité de différentes maladies infectieuses.

Paludisme. Une étude transversale menée au Kenya sur le paludisme a Plasmodium falciparum, a
montré que l'incidence du paludisme dans une cohorte d’enfants agés de 8 mois a 8 ans qui vivaient
sur la cbte kenyane était significativement plus faible chez les enfants carencés en fer (taux
« d’incidence ratio » 0,70) et que l'incidence du paludisme était significativement associée a la
concentration plasmatique de ferritine [13]. Une autre étude réalisée chez des femmes enceintes en
Tanzanie montrait que la carence en fer diminuait significativement le risque de paludisme placentaire
[14].

Infection a VIH-1. Plusieurs études indépendantes ont montré que des modifications des parametres
du bilan martial étaient associées au développement de I'infection a VIH [1]. Une de ces études
montrait une surcharge en fer des macrophages chez les patients infectés par le VIH ainsi qu’une
corrélation positive entre le degré de surcharge en fer dans les macrophages de la moelle osseuse et
la mortalité [15].

Plus récemment, une étude prospective chez 1362 adultes infectés par le VIH en Gambie montrait,
en utilisant une série d’indicateurs du statut martial au moment de I'inclusion dans I'étude, que la
charge en fer était fortement prédictive de la mortalité apres ajustement pour I'anémie, la réponse
inflammatoire aigué et I'immunosuppression [16]. Il est a noter que la grande majorité de ces études
associant statut martial et progression de I'infection a VIH ont été menées dans des pays défavorisés
sur des patients qui ne bénéficiaient pas de traitement antirétroviral efficace.

Hépatite C. De nombreuses études montrent que la surcharge hépatique en fer qui accompagne
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fréquemment l'infection par le virus HCV est associée a une augmentation de la morbidité et de la
mortalité [17]. Laccumulation de fer dans le parenchyme hépatique chez les patients infectés par le
virus C a été reliée a une diminution de I'hepcidine circulante. La sévérité de la maladie est tres
variable et est liée a 'inflammation qui conduit au développement de lésions de fibrose hépatique
pouvant se compliquer de cirrhose et d’hépatocarcinome, le fer hépatique étant un facteur pro-
inflammatoire et fibrosant.

Tuberculose. ['hypothése d’un effet du fer sur le développement de la tuberculose est ancienne :
une série d’autopsies pratiquées en Afrique dans les années 1920 avait montré un risque relatif élevé
de déceés par tuberculose chez les sujets ayant une concentration élevée de fer dans la rate [18]. Plus
récemment, la surcharge alimentaire du fait de I'ingestion d’une boisson riche en fer, faisait apparaitre
un risque accru de tuberculose au Zimbabwe et la quantité de fer médullaire était associée au risque
de déces par tuberculose chez des patients africains infectés par le VIH1 [19]. Enfin, une étude
génétique montrait que le génotype 2-2 de I'haptoglobine qui est associé a une concentration élevée
de fer macrophagique augmentait le risque de déces lié a la tuberculose au Zimbabwe [20].

Une limitation de la plupart de ces études transversales est a noter : les paramétres d’évaluation du
statut en fer sont fortement influencés par la réponse inflammatoire et le sens de la causalité entre
charge en fer et sévérité des infections est souvent difficile a établir.

Etudes d’interventions

Etant donnée la prévalence élevée de la carence en fer par, plusieurs études ont été menées, a
'occasion de programmes de supplémentation de l'alimentation en fer dans des populations
particulierement exposées (enfants ou femmes enceintes de pays en voie de développement).
Limpact de I'apport de fer était alors évalué soit sur des indicateurs tres globaux: mortalité,
hospitalisation, survenue de maladies infectieuses graves soit sur la survenue d’évenements
infectieux plus spécifiques : crises graves de paludismes, charge virale dans le cas de l'infection a
VIH.

Des résultats parfois contradictoires ont été rapportés quant aux conséquences de la
supplémentation en fer sur les maladies infectieuses.

Une grande étude, publiée en 2006 dans The Lancet, indiquait que dans une région de forte endémie
palustre (Pemba, ile de I'archipel de Zanzibar), les enfants d’age préscolaire recevant du fer oral et de
I'acide folique avaient un risque augmenté de déces ou d’hospitalisation, principalement en raison
d’acces palustre. Cependant, I'analyse d’'un sous-groupe montrait que les enfants qui étaient
réellement carencés en fer au début de I'étude bénéficiaient de la supplémentation [21]. Une étude
semblable menée au sud du Népal ne trouvait pas d’effet adverse de la supplémentation en fer sur
le risque infectieux [22].

D’autres travaux du méme type semblaient plutdét confirmer que I'apport de fer pouvait dans les
régions de forte endémie palustre avoir des effets négatifs sur des populations traitées, tandis que,
méme dans ces régions, l'apport de fer apparaissait bénéfique pour ceux des enfants qui
présentaient une vrai carence en fer.
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Les résultats de plusieurs études d’interventions ont fait I'objet de méta-analyses dont les conclusions
sont nuancées : il existe peu d’indices montrant que la supplémentation en fer favorise le risque
infectieux ou aggrave les complications sauf en ce qui concerne le paludisme. Les résultats d’une
méta-analyse de 28 essais randomisés de supplémentation par le fer dans différents pays (Afrique,
Asie, Amérique latine) montraient que seul le risque de diarrhée infectieuse était Iégerement augmenté
(RR 1.11) tandis que le risque de survenue d’autres infections n’était pas modifié [23].

Deux études récentes, menées dans le cadre de I'infection a VIH-1 ont été réalisées, I'une chez des
enfants africains [24], I'autre chez des femmes toxicomanes aux Etats-Unis [25]. Les résultats
indiquaient que le traitement de la carence en fer visant a corriger une anémie ferriprive au cours de
l'infection par le VIH n’avait pas d’effet adverse sur I’évolution de la maladie. La encore, ces données
suggerent que si la surcharge en fer est péjorative, le traitement de la carence n’est pas contre-
indiqué.

L'ensemble des résultats incitent donc a la prudence dans les programmes de supplémentation en
fer dans les régions fortement impaludées et suggérent I'importance d’un bilan préalable de maniére
a ne pas traiter les enfants qui ne présentent pas de carence martiale.

En miroir des études de supplémentations en population générale, quelques études de déplétions du
fer chez des patients infectés ont été réalisées [17]. Ainsi un travail chez des patients infectés par le
virus de I'hépatite C indiquait que la déplétion en fer par des saignées diminuait le risque
d’hépatocarcinome dont I'incidence annuelle passait de 3.9% chez les patients non déplétés en fer
a 0.9% chez les patients traités par saignées. Plusieurs publications suggerent qu’une déplétion par
saignées augmente I'effet de I'interféron dans le traitement de patients sur la rémission virologique a
long terme. Cependant, cet effet des saignées semble limité aux patients traités en premiere intention
par une monothérapie et non a ceux qui sont en échec de traitement par l'interféron.

Etudes de populations spécifiques

Il s’agit de populations dont le statut martial est modifié en raison de particularités génétiques
(surcharge en fer chez des sujets thalassémiques, hémochromatose primitive).

Une des premiéres indications que la surcharge en fer pourrait étre défavorable dans le contexte de
I'infection a VIH-1 venait d’une petite cohorte de patients thalassémiques, infectées par le VIH-1, et
chez qui les taux moyens de ferritine sérique étaient associés positivement a mortalité [26]. De méme,
les patients thalassémiques infectés par virus HCV avaient un risque de fibrose et d’hépatocarcinome
augmenté par rapport a des patients infectés non thalassémiques [27].

Une sensibilité accrue des patients atteints d’hémochromatose génétique a certaines espéces
bactériennes a été rapporté dans de nombreuses publications [28]. Il s’agit moins d’études
épidémiologiques que de rapports circonstanciels mais qui collectivement, suggerent qu’il existe chez
ces patients un risque accrue d’infections a des pathogénes tels que V. vulnificus, V. cholerae, E. coli,
Y. enterocolitica, L. monocytogenes, P. shigelloides, G. haemolysans. Ces observations, initialement
attribuées a l'effet direct de la surcharge en fer sur la croissance bactérienne ont recemment été
interprétées : a la lumiére des résultats expérimentaux obtenus chez les souris dont le géne HFE est
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inactivé : il pourrait s’agir d’'un défaut de production de cytokines proinflammatoires par les
macrophages des sujets hémochromatosiques qui, paradoxalement sont appauvris en fer
intracellulaire. Une autre conséquence de cet état ferriprive du macrophage pourrait étre une plus
grande résistance a des pathogénes intracellulaires comme M. tuberculosis, S typhi, C. pneumoniae
[29]. Il est d’ailleurs possible que ces effets dépendent du degré d’atteinte phénotypique chez les
patients atteints d’hémochromatose, I'état de déplétion en fer du macrophage est, en effet,
principalement présent chez les sujets qui ont un génotype d’hémochromatose avant qu’ils ne
deviennent surchargés en fer (voir Chapitre 3).

Conclusions

Le fer est I'enjeu d’une bataille entre héte et pathogenes et il y a bon nombre de raisons théoriques
et de faits expérimentaux suggérant qu’un excées de fer favorise ou aggrave les infections. A I'inverse,
des effets négatifs de la carence en fer sur 'immunité ont été rapportés [30]. Au dela des arguments
théoriques et expérimentaux, il existe des données épidémiologiques incitant a la prudence en ce qui
concerne I'administration de fer non justifiée. Il est donc logique de prescrire une supplémentation fer
(oral ou intraveineux) lorsqu’il existe une carence documentée. Par ailleurs, il semble logique de
prendre en compte le contexte pathologique en se conformant, au cas par cas, a des
recommandations spécifiques basées sur des essais cliniques contrdlés lorsque ceux-ci ont été
réalisés. Dans le cas contraire prudence et bon sens devraient prévaloir.

En ce qui concerne les possibilités de manipuler ’homéostasie du fer pour lutter contre les
pathogenes en les privant de fer ou en modulant les mécanismes de défense immunitaires, si les
bases théoriques existent, la situation est fort complexe. Pour les infections bactériennes, il est
nécessaire de considérer le microenvironnement du pathogene au sein de 'organisme, son mode
d’acquisition du fer ainsi que les effets des chélateurs sur la réaction inflammatoire. Pour les infections
virales, il faut, par exemple, s’assurer que les chélateurs ciblent les étapes du cycle réplicatif viral
dans les cellules infectées sans effets secondaires. Le développement d’une chimie de plus en plus
sophistiquée pour fabriquer des chélateurs adaptés a des applications spécifiques est sans doute
prometteuse, mais, la encore, les données expérimentales sur des cellules en culture ou chez I'animal
doivent étre rigoureusement validées par des études cliniques afin de permettre d’éventuelles
avanceées thérapeutiques
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Bien que de nombreuses molécules soient venues enrichir nos connaissances dans le domaine du
métabolisme et de I'homéostasie martiale depuis la fin du XXeMe siécle, seul un trés petit nombre est
utilisé en pratique clinique courante et dosé en routine. L'exploration biologique du métabolisme du
fer repose encore actuellement sur des examens de base, qu'il convient cependant de revisiter a la
lumiére des avancées récentes dans ce domaine.

Les principaux marqueurs biologiques du bilan martial a notre disposition sont les suivants :

e |e fer sérique

¢ |a transferrine et le coefficient de saturation de la transferrine ou la capacité totale de fixation
e |a ferritine sérique

e |e récepteur soluble a la transferrine

* |'hepcidine.

Il ne faut pas oublier cependant le réle primordial d'autres paramétres sanguins qui vont soit orienter
vers une anomalie du métabolisme du fer, soit aider a l'interprétation des perturbations du bilan
martial. Ce sont notamment, la numération sanguine et le bilan inflammatoire.

Meéthodes de dosage,
signification des difféerents marqueurs
et leur place dans I’exploration des pathologies

Fer sérique

Le fer est apporté par I'alimentation, essentiellement sous la forme de fer héminique, c'est a dire celui
contenu dans les aliments d'origine protéique. Les besoins en fer de I'organisme sont faibles, ils sont
destinés a compenser les pertes physiologiques. Le fer est absorbé par les entérocytes du
duodénum. Il est recyclé en permanence : libéré lors de I'hémolyse physiologique des globules
rouges, récupéré par les macrophages et réutilisé ou stocké. Le fer libre est un élément toxique,
responsable de dommages cellulaires et pour cette raison il est habituellement lié a des protéines qui
assurent son transport, sa transformation (de Fet+ a Fe™™ ™ et vice versa) ou son stockage, tout en
protégeant les tissus.

Le dosage du fer sérique reste un élément incontournable du bilan martial malgré des difficultés
d’interprétation. On parle indifferemment de sidérémie ou de fer sérique. Les conditions pré-
analytiques sont tres importantes, ici plus qu'ailleurs, pour assurer la qualité du résultat.

« Intérét du dosage

Il faut insister sur le fait que le dosage isolé du fer sérique est sans intérét pour une évaluation correcte
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du statut martial d'un individu. Cependant, ce dosage reste utile, puisqu'il est indispensable a la
détermination du coefficient de saturation de la transferrine et, dans I’hémochromatose évoluée, la
concentration plasmatique s’avere souvent élevée, au-dessus de 30 umol/L. Un regain d'intérét pour
ce parametre est également li¢ a la découverte de nouvelles entités en pathologie, notamment des
anémies microcytaires rares par carence en fer d'origine héréditaire.

« Conditions du prélevement

Le sang doit étre prélevé sur tube sec, éventuellement avec gel séparateur. Un prélevement hémolysé
est rédhibitoire compte tenu de la grande quantité de fer contenue dans I'hémoglobine.

La sidérémie est fluctuante au cours du nycthémere, maximale a midi et minimale a minuit, avec une
amplitude de 30 a 40% en moyenne dans la journée. Ainsi, une sidérémie demandée en cours de
journée, en consultation par exemple, n‘aura que peu de valeur, sauf chez les patients en état de
surcharge martiale, car ce cycle circadien est aboli chez eux [1]. De plus, les fluctuations chez un
méme individu, méme prélevé a heure fixe, peuvent étre considérables.

Il est donc généralement conseillé de doser le fer sérique le matin a jeun (apres 8h de jelne) afin de
limiter I'impact de ces variations nycthémeérales.

« Méthodes de dosage

Toutes les techniques courantes de dosage du fer sérique procedent par colorimétrie. Elles sont de
deux sortes, selon que l'on effectue, comme dans la méthode manuelle de référence, une
déprotéinisation en milieu acide suivie d'une centrifugation - qui permet d'éliminer les substances
interférentes (bilirubine, hémoglobine, médicaments, cuivre) - ou que I'on évite cette étape, comme
dans les automates de mesure, mais il faut alors se méfier des interférences précédentes [2].

« Interprétation des résultats

Valeurs de références [umol/l = 17,92 x mg/] :

- chez I'nomme : 10 - 30 umol/l (0,55 - 1,65 mg/l)

- chez la femme : 8 - 28 pmol/l (0,46 - 1,62 mg/l)

- chez I'enfant (1 an a puberté) : 11 - 23 pmol/I (0,61 - 1,33 mg/l)

Le fer circulant diminue en cas de carence et augmente en cas de surcharge en fer. Cependant,
I'utilisation isolée de ce parametre est déconseillée car il existe de nombreux éléments d'interférence
pouvant le modifier en situation physiologique ou pathologique.

Il est indispensable a la détermination de la capacité totale de fixation du fer et du coefficient de
saturation de la transferrine.
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Transferrine, capacité totale de fixation du fer
et coefficient de saturation de la transferrine

Transferrine et Capacité Totale de Fixation de la Transferrine

La transferrine ou sidérophiline est une beta-globuline de poids moléculaire environ 80 000 daltons,
de synthese hépatique qui transporte le fer plasmatique. Une molécule de transferrine présente deux
sites de fixation ; elle peut donc fixer 2 atomes de fer Fett+ et est normalement saturée au 1/3
(figure 1).

Figure 1 : Saturation de la transferrine (Tf) : proportion des sites disponibles sur la transferrine pour la liaison

au fer qui sont occupés par des atomes de fer.

apotransferrine (Tf)

monoferrique N

TS £

monoferrique C Tf diferrique
Ee

Tf

« Conditions du prélevement

Ce sont les mémes que celles du fer sérique.

« Méthodes de dosage

Le dosage préconisé pour la transferrine est immunochimique (immuno-néphélémétrie, immuno-
turbidimétrie).

La capacité totale de fixation en fer de la transferrine (CTFT) ou total iron binding capacity (TIBC) est
calculée a partir du dosage de la transferrinémie par la formule :

CTFT (umol/l) = transferrine (g/l) x 25

Le coefficient 25 est obtenu a partir de la masse moléculaire de la transferrine (2/80 000 x 108), ou
80 000 est le PM de la transferrine et 2 le nombre de valences pour le fer.

Remarque : Le dosage a proscrire est I'estimation de la CTFT par addition a un aliquote de sérum
d'une solution saturante en fer et élimination du fer non lié par carbonate de magnésium, charbon
ou résine échangeuse d'ion. Cette méthode est en effet imprécise, non standardisée et elle sous-
évalue toujours la CTFT.
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« Interprétation des résultats

Valeurs de référence de la transferrine :

- Chez I'adulte (homme ou femme) : 2 - 3,5 g/l
- Chez I'enfant (1 an a puberté) : 2,2 - 4,0 g/l
Les variations physiologiques et pathologiques sont listées dans le Tableau 1.
Valeurs de référence de la CTFT (ou TIBC) :
- Adulte (homme ou femme) : 60 - 95 umol/l (3,5 - 5,5 mg/|)
- Enfant (1 an a puberté) : 55 - 100 pmol/l (3,2 - 5,8 mg/l)

La quantité totale de transferrine dans I'organisme (et la CTFT) présente une corrélation inverse avec
les réserves en fer. Ainsi, la synthése de la transferrine augmente lorsque les réserves diminuent, et

ceci bien avant I'apparition de I'anémie.

Tableau 1 : Variations physiologiques et pathologiques de la transferrinémie (et du CTFT).

PHYSIOLOGIQUE

PATHOLOGIQUE

Augmentation
Hypertransferrinémie

- Grossesse (dernier trimestre)
- Premieres années de vie

- Carences en fer, notamment par
saignements chroniques
(digestifs, génitaux)
- Troubles de I'absorption
intestinale (gastrite, gastrectomie,
transit accéléré)
- Hypogonadisme sévere chez
I'hnomme par déficit en androgenes
- Médicaments :
¢ Traitements oestrogéniques
prolongés (contraception orale,
traitement hormonal substitutif de la
ménopause, cancer de la prostate)
e Diurétiques, thiazidiques
e Fluorides

Diminution
Hypotransferrinémie

- Syndromes inflammatoires
chroniques, subaigus ou aigus
séveres (infections chroniques,
cancers)

- Insuffisance hépatocellulaire
(cirrhose)

- Dénutrition (carence protéique),
carences en vitamine C

- Fuites protéiques : glomérulaires,
gastro-intestinales, cutanées
(brGlures)

- Surcharge en fer, hémochromato-
ses primitives et secondaires

- Anémies hémolytiques
chroniques (drépanocytose etc.)

- Atransferrinémie congénitale (tres
rare)

- Médicaments :

e Prise d'androgenes au long cours

e ACTH, chloramphénicol
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Coefficient de saturation de la transferrine

« Conditions du prélevement

Le coefficient de saturation de la transferrine (CST) est le rapport du fer plasmatique sur la CTFT (ou
TIBC). De ce fait, il est I'objet des mémes variations nycthémérales que la sidérémie. Les précautions
de prélevement sont les mémes que pour le dosage du fer sérique. Attention notamment au risque
de valeurs faussement augmentées dues a une hémolyse dans le tube.

« Méthode de dosage

Le CST est obtenu par le calcul suivant :

Fer plasmatique (umole/l) x 100
CTFT (umole/)

CST (%) =

« Interprétation des résultats

Valeurs de référence :

- Homme : 20 a 40%

- Femme : 152 35%

Une élévation du CST au dessus de 45% ou 55% selon les auteurs, est un parametre clé pour le
diagnostic d’'une surcharge en fer, particulierement pour I'orientation vers une hémochromatose
héréditaire liée au gene HFE. A I'inverse, une diminution du CST est le témoin d’une érythropoiese
carencée en fer, soit par carence martiale vraie, soit dans le contexte d’un syndrome inflammatoire
ou le fer est séquestré dans les macrophages en raison de I'augmentation de I’hepcidine et de ce fait
non disponible pour la production érythroblastique.

Les variations physiologiques et pathologiques du CST sont résumées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Variations physiologiques et pathologiques du coefficient de saturation de la transferrine (CST).

Augmentation Diminution
du CST du CST
PHYSIOLOGIQUE - Grossesse (dernier trimestre)
- Premiéres années de vie
- Surcharge en fer
- Cytolyse hépatique ou
insuffisance hépatique sévere, - Carences en fer
alcoolisme chronique - Inflammation - infection
PATHOLOGIQUE - Hémolyse - Contraceptifs oraux
- Myolyse - Syndrome métabolique

- Hémopathies malignes
- Insuffisance rénale terminale
- Maladie de Gaucher
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Fer non lié a la transferrine (FNLT) ou NTBI
(pour non-transferrin bound iron)

La transferrine n’est pas la seule protéine dans le plasma a transporter du fer ferrique et tout le fer
plasmatique n’est pas lié a des protéines. En effet, le fer plasmatique peut étre divisé en deux
fractions :

- fer lié a la transferrine (de loin, la fraction quantitativement la plus importante)

- et fer non lié a la transferrine (FNLT).

Cette derniere fraction est en fait composée de fer lié a d’autres protéines que la transferrine, soit au
sein des molécules d’hémoglobine qui sont liées a I’haptoglobine, soit au sein des molécules d’heme
lites a I’némopexine. Lorsque du FNLT est présent dans le plasma, il est rapidement capté par le foie
ce qui expliquerait I'aggravation de la surcharge en fer hépatique.

Le fer non lié a des protéines, qu’on appelle aussi fer de bas poids moléculaire est la fraction de fer
totalement libre, ou pool de fer labile intracellulaire (LIP), qui ne se trouve en principe que dans le
compartiment intracellulaire de transit du fer. Il est lié a des molécules de faible poids moléculaire, d’ou
son nom. Son dosage est difficile et estimé a environ 1 uM. Lorsque ce compartiment augmente a
cause d'une élévation du fer du milieu extracellulaire, il serait responsable de |'apparition de radicaux
libres et de dommages cellulaires.

Ainsi, si I'on souhaite connaitre avec exactitude le statut martial, on comprend qu'il soit approximatif
de calculer la CTFT (ou TIBC) a partir de la concentration sérique de la transferrine (en multipliant la
concentration de la transferrine (en g/l) par un facteur constant de 25 comme indiqué ci-dessus)
puisque cette maniere de procéder ne tient pas compte de la quantité de fer non li¢ a la transferrine.
Mais elle est utilisée en pratique clinique courante pour des raisons de commodité. En effet, la mesure
directe de la CTFT est plus laborieuse, et sujette a d’autres causes d’imprécision. Il faut toutefois avoir
a l'esprit que, par le biais de cette approximation, le coefficient de saturation de la transferrine est
toujours surestimé. Lerreur est encore majorée en cas de surcharge en fer, ou la saturation peut alors
dépasser les 100 % si elle est calculée a partir de la transferrine.

« Intérét du dosage

La connaissance de la quantité de FNLT a un intérét physiopathologique majeur. C'est, en effet, cette
fraction du pool martial qui est la plus toxique parce que métaboliquement peu contrdlable. La toxicité
du fer est maintenant bien établie. Elle s'exerce a plusieurs niveaux, tantdt favorisant la prolifération
des microorganismes et les infections, tant6t créant ou aggravant le stress oxydant par les réactions
de Fenton et d'Haber-Weiss, et induisant une peroxydation lipidique.

« Méthodes de dosage
Plusieurs techniques d'évaluation du FNLT ont été proposées : elles sont peu répandues car difficiles
a mettre en ceuvre et sont réalisées dans de rares laboratoires spécialisés.
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Le résultat du dosage du FNLT est exprimé en pmol/l. Les valeurs normales sont de I'ordre de
0.3 - 1 umol/l, tandis que les valeurs observées en pathologie sont comprises entre 1 - 10 pmol/I.

« Interprétation des résultats

La circonstance la plus évidente de I'apparition de FNLT est I'atransferrinémie congénitale, une
maladie héréditaire tres rare. Il peut aussi apparaitre lorsque la transferrine est complétement saturée,
en cas de surcharge en fer massive : ceci peut s'observer chez les sujets polytransfusés et non
chélatés tels que des sujets porteurs de thalassémie majeure, d'aplasie médullaire, d'hémolyse
chronique etc.

Ferritine sérique

« Intérét du dosage

La ferritine est synthétisée essentiellement par le foie et les macrophages. Elle est ubiquitaire mais
surtout présente dans le foie, la rate et la moelle osseuse. Une mole de ferritine (PM= 440 000) fixe
et stocke environ 4500 atomes de Fet*+,

Le dosage de la ferritinémie est incontournable dans la réalisation d'un bilan martial. C'est souvent,
a I'neure actuelle, le premier (voire le seul) dosage demandé par le médecin. La ferritine sérique est le
parametre de choix en matiere d'évaluation des réserves en fer. Elle est retrouvée dans le sang en
faible quantité mais présente une bonne corrélation avec le fer stocké. Cependant, I'interprétation
d'un résultat de ferritinémie ne peut s'effectuer isolément et d'autres parametres sont le plus souvent
nécessaires.

« Méthodes de dosage

Les 24 chaines polypeptidiques qui constituent la ferritine peuvent étre des chaines H (acides) ou des
chaines L (basiques) selon I'origine tissulaire de la protéine. Les dosages immunochimiques, utilisant
tous des anticorps anti-ferritine L, sont exacts lorsque, comme dans le sérum normal, les sous-unités
de la ferritine sérique sont en majorité de type L. lls le sont moins dans les pathologies ou la
proportion de sous-unités H augmente.

Le dosage est réalisé par immuno-enzymologie, chimiluminescence, immunonéphélémétrie ou
immunoturbidimétrie. Malgré la standardisation, des écarts sont observés entre les différents
systemes analytiques. C'est pourquoi il est recommandé d'utiliser la méme technique pour le suivi
d'un méme patient.

« Interprétation des résultats

Les valeurs usuelles de la ferritinémie sont d’environ 30 a 300 pg/L pour les hommes, de 20 a
200 pg/L pour les femmes.

Classiguement, une diminution de la ferritine est le signe majeur de I'absence de stock martial, et
donc de réserves, et synonyme de carence.
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Il faut cependant se méfier d'une ferritinémie normale qui peut s'observer dans certains cas de
carence véritable, parce qu'il existe une cause associée d'hyperferritinémie, ou bien dans des formes
rares de carence martiale héréditaire.

L'élévation de la ferritine sérique s'observe en cas de surcharge en fer, mais peut étre aussi liée a un
grand nombre d'autres étiologies (voir Tableau 3), notamment syndrome inflammatoire, cytolyses
(hémolyse, cytolyse hépatique ou musculaire, d'origine tumorale). Elle est également augmentée dans
d’autres situations aussi différentes que I'alcoolisme chronique, I'hyperthyroidie ou les infections.

De plus, la ferritinémie n’est pas toujours élevée dans I’hémochromatose ou certaines surcharges en
fer en raison de pathologies interférentes ou en relation avec le mécanisme particulier de certaines de
ces surcharges.

Tableau 3 : Principales causes d'hyperferritinémie en dehors d'une surcharge en fer et les examens complé-

mentaires utiles a leur diagnostic.

Syndrome inflammatoire CRP, VS
Cytol
. H?Oafie ALAT/ASAT
,p q NS avec réticulocytes / bilirubine
e Hémolyse
e Médullaire
PK A
® Musculaire CPK (ou AST)
Alcoolisme Test de sevrage
Syndrome dysmétabolique Lipides, glycémie
Hyperthyroidie Bilan thyroidien

Tumeurs malignes et maladies
onco-hématologiques

Dosage activité béta-glucérébrosidase

Maladie de Gaucher .
leucocytaire

Syndrome Héréditaire Cataracte

Test Généti
Hyperferritinémie est genetique

NS : numération sanguine (sans formule).
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« Dosages spécialisés

Pour tenter d'affiner les informations fournies par la ferritine circulante, d'autres types de dosages ont
été proposés : caractérisation des isoferritines, de la ferritine glycosylée, mesure de la saturation en
fer de la ferritine et dosage de la ferritine érythrocytaire.

« L'intérét du dosage des isoferritines est limité par I'extréme hétérogénéité de la ferritine plasmatique,
du fait des proportions trés variables en sous-unités L et H, et du degré de glycosylation de ces sous-
unités. De plus, ce dosage repose sur des techniques assez sophistiquées comme
I'isoélectrofocalisation ou I'immunoblot.

« Le dosage de la ferritine glycosylée est susceptible de fournir des informations sur 'origine de la
protéine : sécrétion par les macrophages si elle est glycosylée, ou libération au cours d’une nécrose
tissulaire si elle ne I'est pas. Mais la séparation des deux fractions par chromatographie d’affinité limite
I'utilisation de ce parametre.

« ['évaluation du fer transporté par la ferritine sérique a fait I'objet d’'une attention particuliere, mais
les résultats se sont avérés décevants. La saturation en fer de la ferritine est indépendante de la
teneur en fer dans le foie, mais varie selon le rythme des lyses cellulaires, physiologiques ou non.

La ferritine érythrocytaire

La ferritine érythrocytaire reflete I'équilibre entre les entrées de fer dans la moelle érythropoiétique,
sous la forme de transferrine diferrique essentiellement, et les « sorties » correspondant a la synthese
de I'hnémoglobine.

Une augmentation des entrées non justifiece par des besoins accrus (hémochromatose) ou une
utilisation défaillante (hémoglobinopathies) sans restriction des apports, ont pour conséquence une
augmentation de la concentration érythroblastique (et donc érythrocytaire) en ferritine.

A l'inverse, une carence d'apport en fer ou une accélération de son utilisation (anémie hémolytique)
se traduisent par des valeurs abaissées [3].

« Méthode de dosage

Le dosage de la ferritine érythrocytaire nécessite plusieurs étapes :

- élimination des leucocytes (treés riches en ferritine)

- obtention d'un hémolysat de sang total par sonication

- numération des globules rouges et détermination du taux d'hémoglobine sur le sang total initial
- détermination du taux d'hémoglobine sur I'hémolysat (pour apprécier le taux de dilution)

- dosage de la ferritine sur I'hémolysat

- application d'une formule donnant la quantité de ferritine par globule rouge (GR) en attog/GR
(=10-18 g/GR).
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« Interprétation du résultat

Valeurs de reférences

- Adulte, homme ou femme : 5 - 40 attog/GR

- Enfant masculin (1 a 12 ans) : 2,8 - 24 attog/GR

La ferritine érythrocytaire est diminuée trés spécifiquement dans les carences martiales et elle est
augmentée en cas de surcharge. Elle a I'avantage de ne pas étre influencée par les états
inflammatoires. Mais sa méthode de détermination, qui nécessite une déleucocytation parfaite du
prélevement, limite son utilisation en pratique courante. Elle trouve son intérét dans les situations
diagnostiques difficiles, notamment en cas d'association carence ou surcharge martiale et syndrome
inflammatoire.

Dans les hémochromatoses génétiques, elle est tres élevée (jusqu'a 60 fois la normale), alors que
dans I'hémochromatose secondaire (a une cirrhose alcoolique par exemple), elle I'est beaucoup
moins voire pas du tout.

Récepteur soluble de la transferrine (RsTf)

La transferrine délivre le fer aux érythroblastes en se liant a un récepteur spécifique, le récepteur 1 de
la transferrine, présent a la surface de leur membrane. A I'état physiologique, au moins 80 % des
récepteurs de la transferrine sont localisés sur les cellules de la lignée rouge, bien que toutes les
cellules en possedent sur leur membrane. Ce nombre augmente en cas de stimulation de
I'érythropoiese. Le nombre de récepteurs est plus élevé aux stades précoces de I'érythropoiese et
décroit avec la maturation cellulaire. Une carence en fer ou une stimulation par I'érythropoiétine
entrainent une augmentation du nombre de récepteurs par cellule, tandis que la surcharge en fer
exerce |'effet inverse.

Au cours de la maturation érythroblastique, les remaniements de la structure membranaire conduisent
au relargage de certaines protéines transmembranaires. C'est ce mécanisme de clivage protéolytique
qui est a l'origine de la forme soluble du récepteur de la transferrine (RsTf) retrouvée dans le plasma.
La forme circulante est complexée a la transferrine. Il existe donc une corrélation entre la
concentration plasmatique des récepteurs solubles et la quantité de ces récepteurs sur la membrane
des précurseurs érythroblastiques. Celle-ci est fonction des besoins en fer et des réserves. Par
conséquent, le dosage du RsTf est considéré comme un témoin sensible et précoce de la carence
en fer (avant le développement de I'anémie).

« Méthodes de dosage

Le récepteur soluble de la transferrine peut étre dosé par méthode immuno-enzymatique (ELISA), par
immunoturbidimétrie ou immunonéphélémétrie. Les valeurs de référence varient selon les techniques,
en fonction notamment des anticorps monoclonaux et des unités utilisés (mg/l ou nmole/l).
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Un réactif de référence OMS pour le RsTf a été publié en 2010 [4]. Ce réactif de référence devrait
contribuer a harmoniser et standardiser le dosage de ce paramétre.

« Interprétation des résultats (Tableau 4)

Les valeurs de RsTf sont tres stables chez un méme sujet a I'état normal. Au dela de 18 ans, on
n'observe pas de différence liée au sexe, a I'age ou durant le nycthémere. Cependant les valeurs sont
plus élevées chez le foetus, le nouveau-ng, I'enfant et I'adolescent. Les valeurs normales doivent donc
étre adaptées par tranches d'age dans ce groupe.

En pathologie, I'activité de la moelle érythropoietique est le principal déterminant de la valeur du RsTH.
Ainsi, il est abaissé dans I'aplasie médullaire, I'anémie de l'insuffisance rénale chronique, chez les
sujets polytransfusés ou aprés une chimiothérapie intensive.

Il est augmenté en cas de stimulation de I'érythropoiese : anémies hémolytiques chroniques comme
les anémies hémolytiques auto-immunes, la drépanocytose ou la sphérocytose héréditaire,
thalassémies majeures ou intermédiaires, anémies mégaloblastiques, dysérythropoieses
congénitales, polyglobulies secondaires et dans les carences en fer.

L'intérét du dosage du RsTf a été particulierement étudié dans le cadre de I'anémie par carence
martiale, ou le dosage de la ferritine sérique n'est pas fiable isolément en cas de syndrome
inflammatoire associé qui augmente sa concentration. En 2004, une consultation technique conjointe
OMS / Centres for Disease Control and Prevention (OMS / CDC) a conclu que l'association du
dosage de la ferritine sérique et du RsTT offrait la meilleure approche pour estimer le statut en fer des
populations [5]. L'utilisation du dosage du RsTf, qui était jusqu'a présent limitée par le manque de
standardisation des dosages immunologiques, va certainement se développer a I'avenir du fait de la
disponibilité d'un réactif de référence.

Le ratio RsTf/Ferritine (exprimé en mg/kg de poids) a été également proposé et serait plus sensible
pour détecter la carence martiale.
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Tableau 4 : Variations physiologiques et pathologiques du récepteur soluble a la transferrine (RsTf).

Augmentation Diminution
du RsTf du RsTf

PHYSIOLOGIQUE - Nouveau-né, enfant, adolescent

- Carences en fer
- Hémolyses chroniques :

anémies hémolytiques auto- - Surcharge en fer
immunes, drépanocytose, - Aplasie médullaire
sphérocytose héréditaire) - Anémie de l'insuffisance rénale
PATHOLOGIQUE —Thallassémie‘s.majeures Chrlonique
ou intermédiaires - Sujets polytransfusés
- Anémies mégaloblastiques - Chimiothérapie intensive.

- Dysérythropoieses congénitales
- Polyglobulies secondaires

Hepcidine

L'hepcidine est considérée comme I'hormone régulatrice du métabolisme du fer, au méme titre que
I'insuline pour le métabolisme glucidique. Ce petit peptide, dont la forme active circulante comporte
seulement 20 ou 25 aa, a une structure tres complexe avec de nombreux ponts disulfures qui rendent
sa synthese in vitro, ainsi que la production d'anticorps, extrémement délicates. Par ailleurs les
quantités présentes dans le plasma sont minimes et le dosage urinaire a été longtemps préféré au
dosage plasmatique. Ce dernier est maintenant utilisé plus largement. Un chapitre de cet ouvrage est
dédié a I'Hepcidine (Chapitre S Vaulont).

« Interprétation des résultats

Les principales variations de I’hepcidine en pathologie sont résumées dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Variations de I'hepcidine en pathologie

Augmentation Diminution
de I’hepcidine de I’hepcidine

- Carences en fer

- Erythropoiése accélérée

- Hypoxie

- Hémochromatoses génétiques liges aux
genes :

® HFE (hémochromatose commune)

e TFR2 (récepteur 2 a la transferrine)

° HAMP (hepcidine)

e HJV (hémojuvéline)

- Surcharges en fer non génétiques
- Syndromes inflammatoires

« Indications du dosage en pratique clinique
Les indications actuelles ou potentielles du dosage de I'hepcidine en pratique clinique sont les
suivantes :

anémies hypochromes microcytaires avec suspicion d’une origine héréditaire, afin d’orienter
le diagnostic étiologique et I'étude génétique,

hémochromatoses héréditaires : pour le suivi thérapeutique,

insuffisance rénale chronique et

syndrome inflammatoire chronique : pour évaluer I'indication de supplémentation martiale.

Autres tests

Le contenu en hémoglobine des réticulocytes (CHr)

« Intérét du dosage

Les réticulocytes sont le témoin de I'activité de la moelle érythropoiétique. Ce sont les premieres
cellules de la lignée érythroblastique a étre relarguées dans le courant sanguin ou elles sont présentes
durant 1 a 2 jours avant leur maturation finale en érythrocytes. Ainsi, le contenu en hémoglobine des
réticulocytes (CHr) est le reflet du fer disponible pour I'érythropoiese dans la moelle osseuse. C'est
un indicateur précoce d'une érythropoiese carencée en fer.

« Conditions du prélevement

Le sang total, prélevé sur EDTA, est examiné le jour méme.
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« Méthodes de dosage

Certains automates incluent ce dosage parmi leurs parametres de routine. Le dosage est basé sur
I'évaluation simultanée du volume cellulaire et du contenu en hémoglobine.

Valeurs normales :

De 28,8 a 32,9 pg dans la population adulte.

Un seuil < 28 pg est souvent utilisé pour définir une diminution du CHr, en faveur d'une érythropoiese
carencée en fer.

« Interprétation des résultats

Le dosage du CHr a été préconisé dans le cadre du suivi du traitement par érythropoiétine,
notamment chez les insuffisants rénaux chroniques ou il serait un marqueur précoce de
I'érythropoiese carencée en fer induite part le traitement. Il a également été conseillé comme un
margueur de la carence en fer chez les enfants.

Du fait de la méthode de dosage, son utilisation est limitée chez les patients ayant un volume
globulaire moyen (VGM) augmenté (>100 fl), ainsi que chez les patients porteurs d'anomalies de
I'hémoglobine, telles que les thalassémies (CHr abaissé en I'absence de carence en fer).

Les tests génétiques sont traités aux chapitres 3 et 6
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Interprétation du hilan martial, exploration
d’une surcharge en fer, exploration d’une anémie

Il n’existe pas a I'heure actuelle, de véritable consensus international sur la démarche diagnostique
d’une surcharge ou d’une carence en fer. En France, des recommandations médicales opposables
(RMO) ont éte rédigées pour I'exploration de la carence en fer (RMO 52), mais elles mériteraient
certainement d’étre revues a la lueur des connaissances récentes et de la description de nouvelles
entités cliniques.

Qu'il s’agisse de surcharge ou de carence martiale, I'idéal est bien sur de pouvoir réaliser un
dépistage précoce, avant I'apparition des premiers signes cliniques. La démarche a ce stade pré-
clinique est basée le plus souvent sur des parametres biologiques classiques, qui sont dosés dans
un premier temps. La découverte fortuite ou orientée de perturbations de I'un des parametres du
bilan martial (surtout la ferritinémie) va conduire a poursuivre les investigations.

Dans les deux groupes (carence et surcharge), le diagnostic des causes les plus communes n’a pas
beaucoup évolué et la démarche reste classique. Les nouveaux parametres biologiques sont surtout
utiles dans le cadre des pathologies complexes ou pour la recherche de causes plus rares, dont
certaines sont de description récente.

Exploration d'une surcharge en fer

Le diagnostic de surcharge martiale peut étre suspecté devant I'apparition de manifestations
cliniques. Celles-ci sont détaillées au chapitre « Surcharges en fer ». A I’heure actuelle ce diagnostic
est souvent envisagé plus précocement, devant des perturbations du bilan martial, essentiellement
devant une hyperferritinémie.

Diagnostic d’une hyperferritinémie : les principales étiologies et les examens
complémentaires nécessaires a leur diagnostic

La découverte, orientée ou fortuite, d’'une hyperferritinémie, doit conduire a une démarche
diagnostique systématique visant a éliminer en priorité les causes non liées a une surcharge en fer qui
sont les plus fréquentes. Ces causes sont rappelées dans le Tableau 3 avec en regard, les examens
complémentaires biologiques permettant d'assurer le diagnostic. L'interrogatoire du patient et
I'examen clinique réalisés avant tout bilan pourront parfois orienter d’emblée le diagnostic. D’autres
examens complémentaires, morphologiques notamment, seront parfois nécessaires a la recherche
étiologique. La démarche diagnostique d'une hyperferritinémie est détaillée au chapitre « Surcharges
en fer » ; les examens biologiques mis en ceuvre ainsi que les principales étiologies sont rappelées ci-
dessous.
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Examens biologiques pour le diagnostic étiologique d'une hyperferritinémie

Les examens complémentaires systématiques (Tableau 3) sont la numération sanguine avec
réticulocytes, les dosages de CRP, ASAT, ALAT et bilirubine (+/- CPK mais qui donnent de nombreux
faux positifs). lls seront complétés par le bilan lipidique (cholestérol total, LDL, HDL) et la glycémie a
jeun. Les autres examens seront prescrits en fonction de points d'appels cliniques ou biologiques ou
de données de l'interrogatoire.

Principales étiologies d'une surcharge en fer

La démarche diagnostique est basée habituellement sur la présence initiale d'une hyperferritinémie et
du CST. Les autres parametres martiaux seront déterminés en fonction des résultats obtenus au
cours du bilan et des éventuelles associations pathologiques suspectées, qui compliquent le
diagnostic étiologique. Le tableau 6 liste les principales causes de surcharge en fer.

Tableau 6 : Principales étiologies de surcharge en fer.

- Anémies chroniques

e thalassémie majeure ou intermédiaire
® anémie sidéroblastique

® anémie hémolytique chronique

- Apport de fer exogéne en exces
Surcharges secondaires e surcharge en fer orale ou parentérale

- Maladies hépatiques

- Divers
e porphyrie cutanée tardive
e surcharge en fer dysmétabolique

- Liées au gene HFE (fréquentes) :
principalement homozygotie C282Y.
Surch imiti héréditai
PICTEISSE PINES GEIMErEREies - Non liées au géne HFE (nombreuse entités,
rares)
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Exploration d'une anémie
(recherche d'une anomalie du bilan martial)

Bilan biologique d’une anémie microcytaire

Le bilan biologique d'une anémie microcytaire a la recherche d'un trouble du métabolisme martial
comporte plusieurs étapes dont i) le diagnostic positif, basé sur les paramétres hématologiques et
biochimiques et ii) le diagnostic étiologique, qui repose sur divers examens complémentaires orientés
par I'anamnéese.

Bilan hématologique

L'anémie hypochrome microcytaire est souvent le premier signe d'appel d'une carence martiale,
avant I'apparition des signes cliniques. Les principales modifications du bilan hématologique sont les
suivantes :

« A la numération sanguine
Anémie microcytaire hypochrome : taux d’hémoglobine (Hb) < 12g/dl (femme) et < 13g/dl
(homme) ; volume globulaire moyen (VGM) < 81 fl ; teneur corpusculaire moyenne (TCMH) <
27 pg.
Leucocytes non modifiés. Il faut noter que la formule sanguine n'est pas indiquée en premiere
intention dans le bilan d'une carence martiale.
Plaquettes augmentées (> 400 000/mm3), voire tres augmentées. Cette élévation peut étre
due a deux mécanismes : augmentation réactionnelle de la thrombopiétine et/ou artéfact lié
aux automates chez lesquels I'identification plagquettes/érythrocytes est basée sur un seuil de
taille (méthodes cytométriques).

Indice de distribution des globules rouges (IDR) augmenté > 15 (anisocytose).

« Les réticulocytes sont normaux ou bas (anémie arégénérative en I'absence de traitement martial).
La RMO52 précise que leur numération ne doit pas étre systématique en premiére intention pour le
diagnostic d'une carence en fer.

« La modification de I'ensemble des parametres précédents est le reflet d'une carence martiale a un
stade avancé. A un stade plus précoce, on observe seulement une hypochromie sans anémie ni
microcytose.

« Le frottis sanguin lorsqu'il est examiné montre des anomalies morphologiques non spécifiques :
hématies cibles, anisocytose, poikylocytose, hypochromie, ainsi que la présence de microcytes.
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Biochimie
« La diminution de la ferritine sérique est caractéristique d'une carence martiale. Cependant, les
autres parametres du bilan martial peuvent étre utiles pour identifier une carence masquée par une
autre cause, ainsi que certaines étiologies rares. Il faut donc connaitre ces variations du bilan martial
ainsi que les interférences pouvant les modifier.
En cas de carence isolée, le bilan martial montre les éléments suivants :

ferritine sérique abaissée (<15 ug/L ou <12 ug/L selon les auteurs),

transferrine et capacité totale de fixation (CTFT) augmentées,

ceefficient de saturation de la transferrine (CST) diminué (< 15%),

fer sérique diminué.

o D'autres parameétres peuvent étre utiles, en cas de difficulté diagnostique et notamment
d’association a un syndrome inflammatoire :

récepteurs solubles a la transferrine (RsT),

ferritine érythrocytaire,

contenu en fer des réticulocytes (CHr),

hepcidine.

« Le bilan inflammatoire (VS ou CRP) permet I'interprétation du résultat de la ferritinémie, car en cas
de syndrome inflammatoire associé a une carence martiale, celle-ci peut étre normale voire
augmentée. D'autres parameétres biologiques, et notamment le dosage du RsTf ou des index, tel que
le ratio ferritine/RsTf, ont été proposés et peuvent alors étre utiles pour confirmer la présence d'une
carence martiale sous jacente en présence d’un syndrome inflammatoire.

« L'étude de I’'hémoglobine (Hb) sera effectuée « si nécessaire », selon la RMO52, et non en premiére
intention. Elle est toutefois indispensable pour confirmer une suspicion de thalassémie mineure isolée
ou associée a la carence en fer. Il peut s'agir d'une béta ou d'une alpha thalassémie. L'étude de I'Hb
peut révéler fortuitement une autre hémoglobinopathie, telle qu'une drépanocytose hétérozygote
(sujet AS) qui ne s'accompagne isolément d'aucune anomalie de la numération sanguine. En cas de
microcytose chez un sujet AS, il faut rechercher une carence martiale associée ou un trait alpha
thalassémique. Un arbre décisionnel pour le diagnostic biologique des principales anomalies de I'Hb
a été proposé récemment (6).

Recherche d'une cause

Une fois le diagnostic de carence martiale établi, la recherche étiologique est indispensable et fait
partie intégrante de la démarche thérapeutique. En effet, sila cause persiste, le traitement martial sera
inefficace ou d'effet transitoire. La démarche du diagnostic étiologique est la suivante :
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« Interrogatoire : c'est une étape importante qui peut parfois révéler immédiatement la cause.

L'enquéte alimentaire : peut montrer des apports insuffisants ou inadaptés en fer, notamment

chez la femme jeune, I'enfant ou la personne agée.

Les hémorragies, sont parfois de diagnostic facile : méno-métrorragies chez la femme,

épistaxis abondante et répétée, hémorroides ou saignements digestifs qui nécessitent

d'éliminer un cancer colorectal et devront étre recherchés, en |'absence d'autre cause, par

examen des selles. Un bilan d'hémostase pourra révéler une maladie de Willebrand ou un

diagnostic de conductrice d'hémophile (qu'il existe ou non des cas index dans la famille).

L’établissement d’un arbre généalogique, ou a minima l'interrogatoire sur I'existence de cas

similaires dans la famille, peuvent faire suspecter une forme héréditaire. Cependant les

causes acquises fréquentes peuvent parfois s'observer chez plusieurs membres d'une méme

famille.

« Examen clinique : les principaux signes cliniques d'anémie par carence en fer sont classiqguement :

asthénie, paleur, dyspnée, tachycardie (signes d'anémie),

signes cutanéo-muqueux : peau seche, ongles cassants, perleche, perte de cheveux,

glossite, dysphagie, gastrites, dyspepsies,

signes neurologiques (tardif),

diminution des fonctions cognitives, troubles du comportement,
retard psychomoteur,

troubles du comportement alimentaire (géophagie, pica),

diminution des défenses immunitaires.

« Examens complémentaires orientés : ils seront prescrits par le spécialiste.
Biologie : par exemple, bilan de coagulation.

Exploration digestive ou gynécologique.

Myélogramme (fer intra-médullaire), IRM hépatique (avec quantification de la charge

hépatique en fer).

Biologie moléculaire orientée (pour les formes héréditaires).

« Réponse au traitement martial : cette donnée est intéressante car elle permet de s'assurer que la

cause de la carence a été correctement traitée. Elle est aussi contributive au diagnostic étiologique

d'une forme particuliere d'anémie héréditaire par mutations du gene TMPRSS6 responsable

d'IRIDA (pour Iron Refractory Iron Deficiency Anemia) (voir chapitre 6).

Principales étiologies

On distingue classiquement les carences d'apport et les pertes excessives, dues pour |'essentiel a

des saignements chroniques (tableau 7). La figure 2 reprend les étapes de la démarche étiologique.
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Tableau 7 : Principales étiologies des anémies microcytaires avec carence martiale

Carences d’apport

Besoins augmentés
Enfants, nourrissons, adolescents
Traitement par EPO (sujets dialysé)

Apports diminués
Régimes déséquilibrés ou hypocaloriques (végétariens, végétaliens),
parfois dramatiques chez I'enfant
Malabsorptions

Pertes excessives (saignements)

Saignements digestifs chroniques (ulcéres gastriques, hémorragies intestinales ou rectales)

Saignements gynécologiques (ménorragies, pouvant étre associées a un trouble de la
coagulation : maladie de Willebrand, conductrice d’hémophilie A ou B a taux bas, autres)

Problémes d’utilisation du fer

Entrée du fer, digestive et/ou cellulaire
Mutations du gene TMPRSS6 (IRIDA)

Transport du fer
Diminution acquise de la transferrine : catabolisme, fuite urinaire
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Figure 2 : Diagnostic d'une anémie microcytaire hypochrome.

Signes cliniques

ou Num Anémie
bilan systématique |
microcytaire
hypochrome
(arégénérative)

AV normale ou /)

I .
Carence martiale

T

Alimentation Saignements Absorption Thalassémies mineures Vraie carence Carence
pauvre en fer Bralures Transport Porphyries masquée par  fonctionnelle
Besoins 7 Hémolyse Utilisation An. sidéroblatiques Synd. inflamm. (hepcidine?)
cellulaire SCHH*

* SCHH : Syndrome Cataracte Hyperferritinémie Héréditaire (La carence martiale peut survenir lorsque ces sujets,
porteurs d’une hyperferritinémie inexpliquée, sont saignés a tort. Son diagnostic ne peut étre basé sur le dosage de
la ferritine qui est augmentée de maniere constitutionnelle, sans relation avec le statut martial).
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Conclusion

Il est important de retenir que la détermination isolée des parametres biochimiques du bilan martial
n'est habituellement pas suffisante pour établir un diagnostic fiable de surcharge ou de carence. Les
arbres diagnostiques proposés dans les différents chapitres de ces cahiers montrent que d'autres
données, notamment biologiques, sont indispensables a l'interprétation correcte de ce bilan.
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