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Introduction

L’histoire de la médecine est marquée par une succession de découvertes fondamentales
qui permettent de résoudre des énigmes parfois ancestrales. S’ouvrent alors parfois des
perspectives diagnostiques et thérapeutiques jusque la insoupgonnées.

Ainsi lorsqu’au milieu du 19°™ siécle, un médecin francais, - le docteur Armand Trousseau -
décrivit au cours d’une autopsie chez un patient diabétique un visage d’aspect « bronze » et
un gros foie cirrhotique de couleur gris jaunatre (Trousseau, 1865), il était probablement loin
d’imaginer que la pathologie a laquelle il faisait face allait connaitre une succession de
découvertes menant elles-mémes a de nombreuses interrogations.

C’est un autre médecin francais, - le docteur Troisier - qui fit en 1871 la seconde description
d’'un patient qui présentait un tableau clinique plus caractéristique de ce que 'on nommera
plus tard 'hnémochromatose héréditaire : mélanodermie (teint brun) généralisée, diabete
sucré grave car amaigri, gros foie brun rougeétre di a des granulations pigmentaires en
amont dans le foie,...(Troisier, 1871).

En 1889, le médecin allemand, Daniel Von Recklinghausen, introduit pour la premiéere fois le
terme « hémochromatose » pour désigner ce tableau clinique (von Recklinghausen, 1889). II
faudra attendre 1935 pour que Joseph Sheldon fasse I'hypothése d’un lien entre ce
syndrome multiviscéral et le fer. On parle également pour la premiére fois de probable
maladie héréditaire (Sheldon, 1935). Une premiéere protéine liée au métabolisme du fer, - la
ferritine- est identifiée et caractérisée en 1937 (Laufberger, 1937), ce qui va permettre de
quantifier les réserves en fer de l'organisme. En 1950, on assiste a lintroduction des
saignées dans le traitement de ’hémochromatose (Davis and Arrowsmith, 1950) et dans les
années qui suivent des chercheurs comme MacDonald s’interrogent sur le caractéere
héréditaire et sur le réle de I'alcool et du fer alimentaire dans cette pathologie (MacDonald,
1961).

Une étape majeure est franchie en 1975 lorsque I'on découvre une association entre
hémochromatose et marqueurs antigéniques du systéme HLA dont les génes sont localisés
sur le chromosome 6 (Simon et al., 1975).

Mais c’est en 1996 qu’une découverte fondamentale va permettre d’avancer dans la
compréhension de la maladie : Feder et ses collaborateurs montrent qu’une mutation sur le
géne HFE situé sur le chromosome 6 est a l'origine de ’'hémochromatose héréditaire (Feder
et al., 1996). La mutation principale C282Y (ou p.[Cys282Tyr] selon la nomenclature officielle
de la Human Genome Variation Society (http://www.hgvs.org)) est retrouvée a I'état
homozygote chez la majorité des malades. D’autres variants seront identifiés dans ce géne,
parmi lesquels H63D (p.[His63Asp]), dont I'association avec la pathologie restera longtemps
discutée (Carella et al., 1997; Jazwinska et al., 1996; Jouanolle et al., 1996; The UK
Haemochromatosis Consortium, 1997).

19



Introduction

L’étude du géne HFE montre que la maladie est plus complexe qu’il n’y parait. Des cas
familiaux de surcharge en fer ont été identifiés mais sans étre liées a HFE. On va ainsi
progressivement découvrir qu’il existe en réalité plusieurs formes d’hémochromatose (type 1,
2A, 2B, 3, 4A, 4B) qui sont associées a des genes et des modes de transmission différents
et qui surviennent a des ages variables. On va retrouver des mutations dans des génes qui
codent pour d’autres protéines impliquées dans le métabolisme du fer comme la ferroportine
codée par le gene SLC40A1 (Abboud and Haile, 2000; Donovan et al., 2000; McKie et al.,
2000; Montosi et al.,, 2001), la transferrine, codée par TFR2 (Camaschella et al., 2000;
Kawabata et al., 1999), 'hémojuvéline codée par le géne HJV (Papanikolaou et al., 2004) et
I’hepcidine codée par le géne HAMP (Roetto et al., 2003).

La forme principale d’hémochromatose sera alors rebaptisée « hémochromatose de type 1 »
ou « hémochromatose HFE » (sur laquelle repose ce travail de thése).

De plus, la découverte de I'hepcidine (Krause et al., 2000; Nicolas et al., 2003; Park et al.,
2001; Pigeon et al., 2001), protéine clé de 'homéostasie du fer, et l'identification du géne
HAMP qui la code, ont été des étapes fondamentales dans la compréhension des
mécanismes physiopathologiques impliqués dans ’hémochromatose. L’homéostasie du fer
est, en effet, régulée en grande partie par I'hepcidine, peptide produit par les hépatocytes en
réponse a une augmentation de la quantité de fer dans l'organisme, en cas d’inflammation
(Nicolas et al., 2002, 2003) ou en fonction de I'érythropoiese (Kautz et al., 2014).

Le modéle de I'hémochromatose HFE a donc fortement évolué. Cette pathologie était
considérée comme une maladie a priori monogénique, liée au géne HFE identifié en 1996
par Feder. L’accumulation rapide des connaissances a permis de comprendre qu’il s’agissait
en réalité d’'une maladie complexe avec une variabilité phénotypique importante et une
pénétrance incompléte des différents génotypes, notamment du génotype majoritaire
C282Y/C282Y. La prévalence de ce génotype est estimée a 1/200 (Beutler et al., 2002;
Jackson et al., 2001; McCune and Worwood, 2003; Merryweather-Clarke et al., 1998) par de
nombreuses études, mais un grand nombre de questions restent posées. En effet la
pénétrance des différents génotypes est incompléte et le fait d’étre homozygote C282Y n’est
pas suffisant pour développer des symptémes (Wood et al., 2008).

Cette notion de pénétrance incompléte a ouvert la voie a la recherche de facteurs
génétiques (génes modificateurs) et non génétiques (environnementaux) capables de

moduler I'expressivité phénotypique des différents génotypes du géne HFE.
Les études développées dans ce travail vont dans ce sens et ont pour objet I'identification de

différents facteurs susceptibles d’expliquer les différences phénotypiques observées dans
I’'hémochromatose HFE.
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A. HOMEOSTASIE DU FER

Le fer est un élément indispensable a la vie du fait des nombreuses fonctions auxquelles il
participe au sein de I'organisme. Il est capable de réagir avec 'oxygene et de changer d’état
d’oxydoréduction. Il participe ainsi au transport de l'oxygéne, catalyse des réactions de
transfert d’électrons, de fixation d’azote ou de synthése d’ADN. Paradoxalement, cet élément
indispensable a la vie peut se révéler toxique lorsqu’il réagit avec l'oxygene et crée
I'apparition de radicaux libres (Erickson, 1978).

La quantité de fer normalement présente dans notre organisme est comprise entre 3 et 4 g.
On estime que 2,5 g sont fixés au niveau de ’'hémoglobine, que 400 mg sont situés dans les
protéines riches en fer comme la myoglobine ou les cytochromes et qu’entre 3 et 7 mg sont
liés a la transferrine (fer circulant). Le reste du fer est contenu dans le foie, la rate et la
moelle osseuse. La quantité de fer en réserve varie selon le sexe: les hommes auraient
environ 1 g de réserve et les femmes nettement moins en fonction de l'intensité de leurs
regles, du nombre de grossesses, d’accouchements, d’allaitements et de leur apport en fer
(Demarmels Biasiutti, 2009).

L’homéostasie du fer repose sur un équilibre finement régulé entre les apports en fer de
'organisme et les différentes pertes. Cet équilibre conjugue I'absorption intestinale du fer au
niveau du duodénum, son utilisation par différentes enzymes de l'organisme, puis son
recyclage aprés dégradation des globules rouges sénescents par les macrophages
(Beaumont, 2004). Schématiquement, le fer est absorbé par l'intestin gréle, circule grace a la
transferrine vers la moelle osseuse qui consomme I'essentiel du fer pour la synthése des
érythrocytes. Les macrophages tissulaires phagocytent les érythrocytes sénescents et
recycle le fer au niveau de la rate. Une partie du fer est stocké dans les hépatocytes et ce fer
peut étre mobilisé dans ces réserves et il circule a nouveau par lintermédiaire de la

transferrine.

Le fer absorbé en excés ne peut pas étre éliminé par I'organisme, c’est pourquoi le contréle
fin de I'absorption intestinale et le recyclage du fer au niveau des macrophages constituent

les seuls moyens pour I'organisme de prévenir toute surcharge en fer (figure 1).
Les syndromes de surcharge en fer comprennent une multitude de troubles du métabolisme

dont certaines causes peuvent étre acquises ou héréditaires (Camaschella and Poggiali,
2011) .
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Les formes d’hémochromatose peuvent conduire dans un premier temps a une simple
accumulation de fer dans l'organisme, puis se compliquer jusqu’a l'atteinte fonctionnelle de

différents organes.

af) Erythropoiése

enterocytes

(T Redistribution

Recyclage
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o e
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Figure 1 : Homéostasie du fer, d’aprés (Beaumont and Karim, 2013).

Cybrd1 : Hephaestine ; DMT1 : co-transporteur Fe(ll)-proton ; Dcyt B : duodénal cytochrome B ; EpoR : récepteur
de l'érythropoiétine ; FPN : ferroportine ; FT : ferritine ; HO-1: héme oxygénase 1; Meg/Cub : le complexe

mégaline/cubuline ; Tf : transferrine ; TFR1/2 : récepteur de la transferrine 1/2,

Le métabolisme du fer fait intervenir de nombreuses protéines chargées de I'absorption du
fer, de son transport dans I'organisme et de son stockage. Elles interviennent également

dans la régulation de I’'homéostasie.
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1. Protéines impliquées dans le transport membranaire du fer

Le fer d’origine alimentaire Fe®" est réduit en Fe® par une enzyme appelée duodenal
cytochrome B (Dcyt B) avant son absorption au niveau de la membrane apicale des
entérocytes (Anderson and Frazer, 2005). Le passage a travers la membrane est ensuite
assuré par le co-transporteur apical divalent metal transporter 1 (DMT1) (Gunshin et al.,
1997). Le fer est ensuite stocké dans la cellule grace a la ferritine ou livré a la circulation
sanguine. Le transport du fer a travers la membrane basolatérale des entérocytes est assuré
par une protéine de 67 kDa et 12 domaines transmembranaires appelée ferroportine
(Donovan et al., 2000). Si le fer absorbé par les entérocytes n’est pas libéré dans la
circulation sanguine, il va étre éliminé dans les selles lors du vieillissement et de I'élimination
de la cellule. La ferroportine est indispensable pour assurer le passage du fer dans le sang a
partir des entérocytes, des macrophages et des hépatocytes. Le fonctionnement de cette
protéine est intimement lié & deux autres protéines : la céruloplasmine et I'héphaestine. Ces
protéines permettent d’oxyder le fer ferreux au moment de son export afin qu’il soit pris en
charge par la transferrine. Elles contribuent également au maintien de la ferroportine au
niveau de la membrane basocellulaire (McKie et al., 2000).

La ferroportine est régulée par le taux de fer disponible mais également par un peptide
produit par les hépatocytes, I'hepcidine. Lorsque le taux d’hepcidine augmente, celle-ci se lie
a la ferroportine, ce qui provoque son internalisation et sa dégradation (Nemeth et al., 2004).
Le taux de fer sérique diminue alors puisque les entérocytes, les macrophages et les
hépatocytes ne peuvent plus libérer de fer dans le sang.

Le fer absorbé sous forme héminique (fer incorporé dans la structure de I'héme) est
métabolisé par 'héme oxygénase 1 (HO-1) qui libere I'atome de fer. Son absorption serait
plus efficace que celle du fer inorganique (non lié a ’héme) (Beaumont and Karim, 2013).

2. Protéines impliquées dans le transport et le stockage du fer

a) Transferrine

La protéine chargée de transporter le fer dans le plasma est la transferrine. Cette molécule
posséde deux sites de liaisons qui peuvent chacun capter un atome de fer trivalent (Crichton,
1990). La transferrine assure le transport du fer libéré par les entérocytes, les hépatocytes
ou les macrophages. On estime que 3 a 4 mg de fer circulent sous cette forme dans le
plasma (Anderson and McLaren, 2012). Cette protéine est produite par les hépatocytes, sa
liaison au fer est réversible et dépend du pH. Plus le pH est acide, plus la dissociation est
facile. Chez les sujets sains, le coefficient de saturation de la transferrine est compris entre
30 et 35 %. Le fer est libéré au niveau des récepteurs a la transferrine (TfR1) qui
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I'internalisent par endocytose. L’influx de protons dans I'’endosome ainsi obtenu provoque
une diminution du pH et la libération du fer qui sera utilisé dans la cellule pour la synthése de
I’'héme (Zhang et al., 2005).

b) Ferritine

La ferritine est une protéine constituée de 24 sous unités capable de stocker 4500 atomes
de fer (Harrison and Arosio, 1996). C’est la molécule majeure de stockage du fer dans
'organisme et elle occupe un réle central dans ’'homéostasie du fer. La ferritine permet en
effet de faire face a une augmentation ou une diminution de la quantité de fer disponible. Le
dosage de la ferritine plasmatique est le reflet des réserves tissulaires mobilisables. Chez les
sujets sains il existe une corrélation entre la ferritinémie et les réserves disponibles. On
estime qu’1 pg/L de ferritine plasmatique équivaut entre 8 et 10mg de fer tissulaire (Cook,
1999; Walters et al., 1973). Le taux de ferritinémie normal varie entre 30 et 300 ug/L chez les

hommes et entre 15 et 200 pg/L chez les femmes.

3. Protéines impliquées dans la régulation

a) Hepcidine

L’homéostasie du fer est régulée en grande partie par I'hepcidine, peptide produit par les
hépatocytes en réponse a une augmentation de la quantité de fer dans I'organisme ou en
cas d’inflammation (Nicolas et al., 2002, 2003). Cette hormone est synthétisée par le foie
sous forme d’un précurseur de 80 acides aminés, puis le peptide mature de 25 acides
aminés est sécrété dans le plasma (Hunter et al., 2002). L’hepcidine agit sur I'expression de
la ferroportine a la surface des entérocytes et des macrophages, en fonction des réserves en
fer et des besoins nécessaires a la synthése des hématies, I’érythropoiése. Elle contréle les
changements dans les différents niveaux de fer disponibles et s’assure de leur maintien a
des taux trés précis. Ce contréle se fait par l'intermédiaire de la ferroportine, protéine de
transport du fer, a laquelle I'hepcidine se lie (Nemeth and Ganz, 2006; Nemeth et al., 2004).
Lorsque le taux d’hepcidine diminue, la ferroportine augmente son activité de transport
notamment au niveau des entérocytes, ce qui permet d’augmenter I'absorption de fer
d’origine alimentaire. Les macrophages libérent également plus de fer dans la circulation
sanguine, ce qui tend a augmenter la quantité de fer circulant.

Le risque de surcharge en fer de I'organisme est alors réel et le fer en excés peut alors se
déposer au niveau des parenchymes des tissus de 'organisme.
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Différentes études réalisées chez ’'homme et la souris ont montré qu’un déficit en hepcidine
était a l'origine de I’hémochromatose héréditaire (Ahmad et al., 2002; Bridle et al., 2003;
Lesbordes-Brion et al., 2006; Muckenthaler et al., 2003; Nicolas et al., 2003; Niederkofler,
2005; Wallace et al., 2005, 2009).

La régulation de I'activité de la ferroportine via I’'hepcidine est au cceur de ’homéostasie du
fer. Toute anomalie dans la régulation de la production d’hepcidine peut conduire a

différentes pathologies liées a un défaut d’homéostasie du fer (figure 2).
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Figure 2 : Hepcidine et hémochromatose, d’aprés (Andrews, 2008)
A Action de I'hepcidine sur la ferroportine au niveau des entérocytes et des macrophages
B Les perturbations de I'axe de régulation hepcidine/ferroportine
Les anomalies du gene de I'hepcidine (HAMP) empéchent la production fonctionnelle de la protéine
Les anomalies des génes HFE, TFR2 ou de I’hémojuvéline perturbent la régulation hépatique de la
synthése d’hepcidine
Une anomalie au niveau de la synthése de ferroportine perturbe la régulation de I'hepcidine
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Les patients peuvent présenter un tableau clinique d’anémie en cas de sur-expression de
I’hepcidine ou au contraire une surcharge en fer en cas de sous-expression de la protéine.
L’hepcidine peut étre sous-exprimée quand les mutations touchent le géne HFE, le gene
codant le récepteur a la transferrine TfR2 (Kawabata et al., 2005; Nemeth et al., 2005;
Roetto et al., 2002), 'hémojuvéline (Babitt et al., 2006; Huang, 2005; Lanzara et al., 2004;
Niederkofler, 2005; Papanikolaou et al., 2004), I'hepcidine elle-méme (Lesbordes-Brion et al.,
2006; Roetto et al., 2003) et/ou la ferroportine (Le Lan et al., 2011; Pietrangelo, 2004a;
Sham et al., 2009). De méme, un exces de production d’hepcidine peut conduire a des
anémies dont il existe des formes génétiques.

La transcription de I'hepcidine s’effectue au niveau des hépatocytes sous la dépendance de
différents facteurs qui activent ou inhibent la transcription du gene HAMP (figure 3). Une
surcharge en fer ou linflammation stimule la synthése d’hepcidine. Au contraire, la
transcription du géne est inhibée dans le cas dune carence en fer, danémie,

d’érythropoiése inefficace ou en présence d’érythropoiétine (EPO).

Carence en fer

\ Surcharge en fer

Inflammation
Hypoxie

Anémie\
Hemolyse |
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Dysérythropoiese | -
EPO |
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Figure 3 : Régulation de I'hepcidine dans le foie, d’apres (Beaumont and Karim, 2013)
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b) Protéine HFE

Le géne HFE situé sur le locus p21.3 du chromosome 6 code une protéine composée d’'une
partie extracellulaire (3 domaines alpha), d’'une région transmembranaire et d’'une petite

partie intracellulaire (figure 4).

Figure 4: Structure de la protéine HFE, d’apres (Lebron et al., 1998)

HFE interagit avec la béta-2-microglobuline et cette association permet le transport de HFE a
la surface de la cellule ou elle interagit avec TfR1 (figure 5).

|
> -
~ I Aug, _
(;‘/ @ ' - l)

SMAD4

Figure 5 : Détection du fer lié a la transferrine et régulation de I'expression de I'’hepcidine
dans les hépatocytes, d’apres (Vujic Spasic, 2014)
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La mutation C282Y rompt les ponts disulfures du domaine extramembranaire de la protéine
HFE, ce qui empéche son association avec la Béta-2-microglobuline et TfR1.

Le variant H63D forme lui un complexe stable avec TfR1, ce qui est en accord avec le fait
que ce variant affecte de facon marginale I'absorption de fer et conduit plus rarement a une

surcharge en fer.

La protéine HFE serait séquestrée par la protéine TfR1, formant un complexe sensible au fer
et situé au niveau de la membrane cellulaire des hépatocytes (Goswami and Andrews, 2006).
Lorsque la transferrine chargée de fer rencontre ce complexe, celle-ci se substitue & HFE du
fait d’'une plus grande affinité avec TfR1 (Goswami and Andrews, 2006). Suite a cette
dissociation, HFE interagirait avec une autre protéine, TfR2. Cette nouvelle association serait
favorisée par un autre complexe membranaire. Ce complexe membranaire constitué des
récepteurs BMPI (Bone Morphogenic Proteins) et BMPIl associés au récepteur a
I’'némojuvéline (HJV) est activé par la présence de BMP (D’Alessio et al., 2012; Goswami
and Andrews, 2006). Il a été démontré que la perte de la protéine endogéne HJV annihile la
production d’hepcidine induite par HFE, ce qui démontre une codépendance de HFE et HJV
(Schmidt et al., 2010).

Le co-récepteur formé par HJV et BMPR | et BMPR Il est impliqué dans la transmission du
signal initié par la fixation de ligands Bmp sur les récepteurs a BMP situé a la surface de la
membrane (Babitt et al., 2006, 2007; Miyazono et al., 2005)

Apres phosphorylation des protéines SMAD 1, 5 et 8 forment un complexe protéique en
association avec SMAD4. Ce complexe est transloqué au niveau du noyau et provoque
I'activation de la synthése de I'hepcidine au niveau de HAMP (Babitt et al., 2006, 2007;
Miyazono et al., 2005; Truksa et al., 2009).

Un défaut de HJV, HFE, TfR2 ou un déficit combiné de HFE et TfR2 impacte I'activité de la
voie de signalisation BMP/SMAD ce qui se manifeste par un défaut d’expression d’hepcidine
et une surcharge en fer de I'organisme (Babitt et al., 2006; Corradini et al., 2009, 2011;
Kautz et al., 2009; Ryan et al., 2010; Vuiji¢ Spasi¢ et al., 2013).

Il a également été montré chez des souris que le déficit en récepteur hépatique a BMP de
type I, Alk2 ou Alk3 (Steinbicker et al., 2011), le déficit en SMAD4 (Wang et al., 2005), le
déficit d’expression de BMP6 (Andriopoulos et al., 2009; Meynard et al., 2009) sont a
'origine de taux relativement bas d’hepcidine au regard d’'une surcharge en fer de

I'organisme.
Il est donc établi que la synthése d’hepcidine dépend de I'hémojuvéline, et des protéines

BMP parmi lesquelles BMP6 tient un réle important. Quant aux protéines SMADs, elles
forment la voie principale d’acitivation de la synthése d’hepcidine au niveau de HAMP.
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B. DIFFERENTS TYPES D’HEMOCHROMATOSE

1. Hémochomatose HFE

Encore appelée hémochromatose de type 1, 'hémochromatose HFE est la plus fréquente
des formes d’hémochromatose. C’est une maladie génétique a transmission autosomique
récessive, liée a une ou plusieurs mutations dans le gene HFE situé sur le locus p21.3 du
chromosome 6. Environ 80 a 90 % des patients qui présentent une forme héréditaire de
surcharge en fer sont homozygotes pour la mutation C282Y du géne HFE. Une petite partie
d’entre eux sont des hétérozygotes composites et présentent la mutation C282Y associée au
variant H63D ou S65C (figures 6 et 7) (Pietrangelo, 2010).

Ser65 — Cys, S65C

\ |/ His63 —> Asp, H63D

a Heavy Chain

B,-microglobulin \ NH2
i

Extracellular

Plasma membrane &

Cytosol

HOOC

Figure 6 : Les trois principaux variants identifiés sur la protéine HFE, d’aprés (Bacon et al.,
2011)
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R6S 148169del  478delC R224G R330M

H63D E168X C282Y
865C W169X C2828
R66S A176V Q283P

203dell
R71X

277deiC
GI3R
05T V83 +1G>T V85 + 1 G>A

Figure 7: Représentation schématique de mutations dans le gene HFE, d’aprées (Le Gac and
Férec, 2005)

2. Hémochromatoses non HFE

Les autres formes héréditaires de surcharge en fer appartiennent au groupe des
hémochromatoses dites non liées au géne HFE.
Il s’agit de:
* L’hémochromatose de type 2 (ou hémochromatose juvénile), maladie autosomale
récessive divisée en 2 groupes :

Le type 2A di a une mutation dans le géne HJV situé sur le locus g21 du
chromosome 1 qui code I'némojuvéline. Ce syndrome touche plus particulierement les
individus agés de moins de 30 ans. Les symptomes cliniques sont le plus souvent
endocriniens et cardiaques (Papanikolaou et al., 2001).

Le type 2B lié a une mutation du gene HAMP situé sur le locus q13 du
chromosome 19 qui code pour I'hepcidine. Cette forme d’hémochromatose est décrite
comme étant particulierement sévére (Roetto et al., 2003).

* L’hémochromatose de type 3 est une maladie autosomale récessive liée a une
mutation du géne TFR2 situé sur le locus g22 du chromosome 7. Le tableau clinique
est trés similaire a celui d’'une hémochromatose HFE (Roetto et al., 2001).

* L’hémochromatose de type 4A est due a une mutation dans le situé sur le locus 32

du chromosome 2 qui code pour la ferroportine. C’est une maladie a transmission

autosomale dominante (Njajou et al., 2001).
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e L’hémochromatose de type 4B, également lié a une mutation du géene SLC40A1 qui
rend la ferroportine résistante a sa dégradation par I’hepcidine (Montosi et al., 2001;
Pietrangelo et al., 1999).

C. HEMOCHROMATOSE HFE

Les patients atteints d’hémochromatose HFE peuvent présenter un grand nombre de signes

biologiques et cliniques selon I'état d’évolution de leur pathologie.

1. Aspect clinique

Une classification de la maladie a donc été proposée, du fait de la grande diversité de

tableaux biologiques et cliniques rencontrés.

a) 5 stades de sévérité croissante

Cette classification repose donc sur les caractéristiques biologiques et cliniques des
individus. Les personnes qui présentent le génotype C282Y/C282Y peuvent étre classées en
5 stades regroupés en 3 phases (figure 8) en fonction de leur phénotype (Brissot et al., 2004;
HAS, 2005):

* Phase de latence
Le stade O : il correspond a I'absence de toute anomalie biologique et d’expressivité clinique.
Le coefficient de saturation de la transferrine est inférieur a 45 % et le taux de ferritine est
normal (inférieur a 300 pg/L pour les hommes et inférieur a 200 pg/L pour les femmes). Les
patients ne présentent aucun symptome clinique li€ a I’hémochromatose.

* Phase d’expression biologique
Le stade 1 : il constitue un des stades précliniques. Il se caractérise par une augmentation

du coefficient de saturation de la transferrine (> 45 %) sans élévation du taux de ferritine. I
n’existe a ce stade aucun signe clinique de la pathologie.
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Le stade 2 : C’est le dernier stade de la phase préclinique. On assiste a une augmentation du
coefficient de la transferrine et a une augmentation de la ferritinémie (supérieure a 300 pg/L
pour les hommes et supérieure a 200 ug/L pour les femmes).

* Phase d’expression clinique

Le stade 3 : il s’agit du premier stade de la phase clinique. On assiste sur le plan biologique
a une augmentation du coefficient de saturation de la transferrine et a une augmentation du
taux de ferritine tandis que sur le plan clinique on assiste a I'apparition des premiers
symptébmes qui affectent la qualité de vie (asthénie, hypogonadisme, signes ostéo-
diabéte, troubles du rythme cardiaque,

articulaires, hépatopathie non-cirrhotique,

mélanodermie).

Le stade 4 : il se caractérise par les mémes anomalies biologiques qu’au stade 3 mais sur le
plan clinique, les atteintes viscérales peuvent compromettre le pronostic vital : cirrhose,

carcinome hépato-cellulaire, diabéte insulino-requérant, insuffisance cardiaque.

Surcharge Surcharge :
plasmatique tissulaire Pronostic
vital
E =
@ Qualité Qualité
de vie de vie
1 Ferritine 1 Ferritine 1 Ferritine
1 Coef. sat. | 1 Coef.sat. | 1 Coef. sat. | 1 Coef. sat.
transferrine | transferrine | transferrine | transferrine
0 1 2 3 4
Latence Expression biologique Expression clinique

Figure 8 : Evolution de I'hnémochromatose en 5 stades de sévérité croissante, d’aprés
(Brissot et al., 2004)

En pratique, il est difficile de différencier les patients entre les stades 2 et 3 de la maladie car
les principaux signes cliniques de I'hémochromatose (asthénie, arthralgies...) sont peu
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spécifiques de la pathologie et sont couramment retrouvés dans la population générale
(McDonnell et al., 1999; Waalen et al., 2002).

Les patients qui sont au stade 2 de la maladie ou ceux qui sont en phase d’expression
clinique (stade 3 et 4) nécessitent une prise en charge thérapeutique qui consiste d’'une part
au traitement de la surcharge en fer et d’autre part au traitement symptomatique éventuel
des atteintes viscérales ou métaboliques telles que le diabéte.

b) Histoire naturelle

Sur le plan clinique, ’'hémochromatose HFE est une maladie qui évolue lentement dans le
temps. Aprés une phase totalement latente (stade 0), les premiers stigmates de I'exces de
fer dans l'organisme apparaissent vers I'dge de 20 ans. Ceci se caractérise par une
augmentation progressive des valeurs des parameétres sériques, a savoir, le coefficient de
saturation de la transferrine (stade 1), puis le taux de ferritine (stade 2). Le stade 0 de la
maladie peut perdurer chez les individus C282Y homozygotes toute leur vie. Ceci est lié a la
pénétrance incompléte du génotype C282Y/C282Y. Différentes études transversales
systématiques de populations adultes ont montré que le taux de saturation de la transferrine
peut étre normal chez un grand nombre d’individus portant le génotype C282Y/C282Y. Ainsi
sur plus de 50000 sujets, 20 a 25 % des hommes et 40 % des femmes homozygotes
présentaient un taux normal de saturation de la transferrine (Beutler et al., 2002; Deugnier et
al., 2002).

Comme mentionné précédemment, les stades 1 et 2 correspondent a la phase
« d’expression biologique » dans laquelle on observe uniquement des anomalies biologiques.
Cette phase peut passer inapergue durant plusieurs années chez les individus. La phase
« d’expression clinique » se manifeste plus tardivement, généralement vers I'age de 40-50
ans chez les hommes et de 50-60 ans chez les femmes. Le tableau clinique peut associer, a
un stade précoce (stade 3), des signes cliniques non spécifiques qui affectent la qualité de

vie, et a un stade plus avancé (stade 4), des signes qui engagent le pronostic vital.
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c) Signes cliniques

Les premiers signes cliniques apparaissent entre 20 et 35 ans chez les sujets pathologiques.
Le tableau clinique de I'hémochromatose HFE est trés peu spécifique et il n’existe aucun
signe pathognomonique de la maladie. Les signes cliniques sont trés nombreux et leur

incidence varie.

(1) Atteintes endocriniennes

e Le diabete

L’hémochromatose HFE peut étre responsable d’'un diabéte de type 1. Une étude danoise
réalisée aupres de 716 patients atteints de diabéte de type 1 et 9174 témoins a montré que
la prévalence du génotype C282Y/C282Y était plus importante dans le groupe des
diabétiques (Ellervik et al., 2001). La plupart des études qui se sont intéressées au lien entre
diabéte de type 2 et hémochromatose HFE, n’a retrouvé aucune association significative
(Davis et al., 2008; Frayling et al., 1998; Halsall et al., 2003; Njajou et al., 2002). Cependant,
la présence d’un diabéte témoigne d’'une surcharge ferrique importante, et ces patients sont
plus exposés au risque de cirrhose que les patients non diabétiques. Le mécanisme principal
repose sur une accumulation pancréatique du fer, conduisant a des phénomeénes oxydatifs
et favorisant la survenue d’une apoptose des cellules B des ilots de Langerhans, les cellules
a responsables de la sécrétion de glucagon restant normales, tout comme la sécrétion
exocrine. |l s’agit donc essentiellement d’un diabéte li€ a une insulinopénie, mais la
surcharge en fer pourrait également étre responsable d’une insulinorésistance. Il s’agit
parfois d’un diabéte instable difficile a traiter, devenant rapidement insulinorequérant et
susceptible de complications micro et macroangiopathiques. Une fois déclaré, le diabéte

évolue en effet pour son propre compte ; il n’y a pas de régression avec la déplétion martiale.

* L’hypogonadisme

C’est la cause la plus fréquente d’endocrinopathie au cours de I’hémochromatose, en dehors
du diabéte. L’hypogonadisme peut se révéler par une impuissance chez 'homme, une
aménorrhée chez la femme, une perte de la libido ou une ostéoporose (Niederau et al.,
1996). Il s’agit d’'une insuffisance gonadotrope, liée a une accumulation de fer dans
’hypophyse. Une atteinte gonadique primitive est exceptionnelle. Les saignées ne

permettent pas d’obtenir une récupération.
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¢ Autres atteintes endocriniennes

La survenue d’une insuffisance thyroidienne périphérique serait plus fréquente au cours de
’'hémochromatose, que dans la population générale du fait de la coexistence d’une
accumulation thyroidienne du fer, responsable d’'une fibrose, et d’une atteinte auto-
immunitaire. La fréquence de I’hypothyroidie a été estimée a 10 % dans une cohorte

d’hommes atteints d’hémochromatose (Edwards et al., 1983).

(2) Atteintes articulaires et osseuses

Elle concerne deux tiers des patients et constitue la principale cause de diminution de leur
qualité de vie. Dans un tiers des cas, elle est révélatrice de la maladie (Allen et al., 2008;
Guggenbuhl et al., 2011; Pawlotsky et al., 1999). Le tableau clinique peut facilement étre
confondu avec celui de pathologies fréquentes, a partir d'un certain 4ge, comme le
rhumatisme a cristaux de pyrophosphate de calcium avec ou sans chondrocalcinose
articulaire ou I'arthrose. Les symptémes peuvent débuter avant la trentaine chez ’homme, et
généralement aprés la ménopause chez la femme. Dans une série récente de 199 patients,
'age moyen des premiers symptomes articulaires était de 45,8 ans (Sahinbegovic et al.,
2010a).

Les atteintes les plus fréquentes sont des arthropathies chroniques, de type mécanique,
mais parfois de type inflammatoire. L’atteinte peut étre mono-, oligo- ou polyarticulaires, de
gravité variable, depuis de simples arthralgies jusqu’a des troubles articulaires séveres et
invalidants (Cofer, 2014). Elle concerne plus particulierement les articulations
métacarpophalangiennes, notamment les deuxiémes et troisiemes, mais elle peut s’étendre
aux interphalangiennes proximales et aux poignets, voire aux grosses articulations des
membres supérieurs et inférieurs. Plus rarement, il existe des localisations aux épaules, aux
coudes et au rachis (Schumacher, 2000; Vaiopoulos et al., 2003).

Le risque de remplacement prothétique articulaire est plus élevé que dans la population
générale. Une étude a montré que ce risque est multiplié par 9 chez les patients atteints
d’hémochromatose HFE, apres ajustement sur I'age, le sexe, la ménopause, le diabéte et
'indice de masse corporelle. La localisation la plus fréquente étant de loin la hanche
(84,6 %), suivie par le genou (11,5 %) et la cheville (3,8 %). Ce type d’opération est
€galement plus précoce en cas d’hémochromatose HFE (Sahinbegovic et al., 2010b). Une
étude cas-témoin effectuée auprés de patients hémochromatosiques HFE a confirmé cette
constatation puisque ces patients présentaient un plus grand nombre de porteurs de
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prothése de hanche et de genou que dans la population générale, aprés stratification sur
I'age, le sexe et I'indice de masse corporelle (Richette et al., 2010).

Sur les radios, peuvent étre observés (figure 9) :

— des stigmates de chondrocalcinose dans les interlignes articulaires et a la périphérie des
articulations ;

— des signes d’arthropathie chondrale et sous-chondrale sur des articulations peu touchées
par I'arthrose, notamment les deuxiémes et troisiemes métacarpophalangiennes, avec des
géodes cernées par une condensation et disposées dans la zone osseuse sous-chondrale,

des ostéophytes a extrémité arrondie ou acuminée en hamecon

L’hémochromatose HFE apparait étre associée a une perte osseuse significative, d’origine

multifactorielle (toxicité du fer, cirrhose, hypogonadisme).

Figure 9 : Arthropathie des articulations métacarpophalangiennes d’allure mixte, destructrice
(pincement de Tlinterligne articulaire et géodes sous-chondrales) et constructrice

(condensation osseuse et ostéophytose périphérique), d’aprés (Cofer, 2014)
A. Radiographie de la main de face.
B. Cliché centré sur les articulations métacarpophalangiennes.
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(3) Atteintes cutanées

Sur la plan dermatologique, certains patients présentent une coloration de la peau en brun,
appelée mélanodermie (figure 10). L’étude de Niederau et de ses collaborateurs a retrouvé
72 % d’individus avec une pigmentation de la peau parmi les 251 personnes de la cohorte
(Niederau et al., 1996). Celle-ci survient tardivement au cours de I’évolution, conduisant a
une coloration grisétre ou brune des téguments, parfois limitée aux zones découvertes
(visage, cou, dos des mains, avant-bras, partie inférieure des jambes) et aux parties
génitales. Elle est souvent visible sur la muqueuse buccale.

Il peut s’y associer une atrophie cutanée, une perte des cheveux et des ongles cassants
(Niederau et al., 1996).

Figure 10 : Mélanodermie, d’apres (Cofer, 2014)

(4) Atteintes digestives

Sur le plan digestif, les individus peuvent présenter des douleurs abdominales récidivantes
préférentiellement localisées au niveau de I'épigastre et de I'hypochondre droit. L’'examen
clinique peut alors mettre en évidence une hépatomégalie reflet d’'une possible cirrhose
hépatique. Ce risque est d’autant plus élevé que le taux de ferritine est supérieur ou égal a
1000 pg/L. La réalisation d’'un FibroScan® permet de quantifier de fagon instantanée et
totalement non invasive la fibrose du foie (Adhoute et al., 2008). Certains diagnostics
d’hémochromatose HFE peuvent se faire suite a la découverte d'un carcinome

hépatocellulaire, complication la plus sévere de la maladie. Le risque de développer un
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hépatocarcinome est 100 fois plus élevé chez les patients cirrhotiques atteints
d’hémochromatose que dans le reste de la population (Niederau et al., 1996).

Une étude irlandaise composée d’une cohorte de 209 personnes C282Y homozygotes a
retrouvé que parmi les 106 hommes, 30 % d’entre eux présentaient une augmentation des
enzymes hépatiques (Gleeson et al., 2004). Dans cette étude, 18 % des hommes et 5 % des
femmes avaient une fibrose du foie. Le stade de cirrhose concernait 1 % des individus.

Les bilans biologiques réalisés dans le contexte d’hémochromatose doivent s’orienter vers la

recherche de facteurs aggravants de la maladie tels que I'hépatite B ou C.

(5) Atteintes cardiaques

La cardiomyopathie par surcharge en fer, quelle que soit son origine, est caractérisée par
une cardiomyopathie restrictive avec une dysfonction diastoligue précoce manifeste qui
évolue invariablement vers la cardiomyopathie dilatée terminale (Barton and Edwards, 2000;
Chen et al., 2000; Kremastinos et al., 1993; Liu and Olivieri, 1994; Oudit et al., 2006).

La surcharge en fer chronique peut entrainer une variété d’arythmies, incluant le bloc
auriculo-ventriculaire, des anomalies de la conduction, des bradyarythmies, des
tachyarythmies et la mort cardiaque subite (Brittenham et al., 1994; Buja and Roberts, 1971;
Laurita et al., 2003; Olivieri et al., 1994). La surcharge en fer peut également aggraver les
lésions de reperfusion dans l'ischémie myocardique en raison de la formation accrue
d’especes oxygénées réactives et de la réserve réduite d’antioxydants (Oudit et al., 2006).
Lorsque le taux de fer est élevé, la production excessive de radicaux libres entraine une
peroxydation accrue et la lésion des lipides, des protéines et des acides nucléiques,
produisant des Iésions cellulaires et la déplétion des antioxydants (Oudit et al., 2004).

Les effets de la production de radicaux libres et du stress oxydatif en présence de toxicose
aigué due au fer et de cardiomyopathie par surcharge en fer ont été bien documentés chez
les patients atteints d’hémochromatose HFE, de béta-thalassémie majeure et d’insuffisance

rénale terminale (Lim et al., 2000; Young et al., 1994).

Ces symptdmes sont associés a d’autres signes généraux comme I'asthénie (Camaschella,
2005; Davies and Enns, 2004; Guggenbuhl et al., 2005; Pietrangelo, 2010).

L’ensemble des signes d’altération de I'état général, endocriniens, rhumatologiques,
cardiaques, hépatiques et dermatologiques peuvent étre observés de facon majorée aux
stades avancés de la maladie.
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2. Prise en charge des patients

a) Bilan initial des complications

Chez les patients homozygotes pour la mutation C282Y et qui présentent des anomalies au
bilan sanguin (coefficient de saturation de la transferrine supérieur a 45 %, ferritinémie
supérieure a 300 pg/L pour les hommes et supérieure a 200 ug/L pour les femmes), 'TEASL
(European Association for the Study of the Liver) propose de faire un bilan a la recherche
d’éventuelles complications (figure 11) (EASL, 2010) :

Il s’agit de prescrire un bilan biologique hépatique (ALAT, ASAT) afin d’évaluer I'atteinte du
foie. Certains patients peuvent bénéficier d’'une imagerie par résonnance magnétique (IRM)
hépatique qui possede une excellente corrélation signal-surcharge ferrique hépatique. Elle
permet de voir la répartition du fer, de détecter d’éventuels nodules ou un carcinome
hépatocellulaire. Cet examen permet aussi une exploration pancréatique. La ponction-
biopsie hépatique est utile si le malade présente une hyperferritinémie multifactorielle, en cas
de cirrhose. Elle est conseillée si le taux de ferritine est supérieur a 1000 ug/L.D’autres
examens peuvent étre prescrits dans le but de détecter I'atteinte d’autres organes. C’est le
cas de I'’endoscopie digestive haute qui permet de détecter des varices oesophagiennes. Ce
bilan peut étre complété par une échographie abdominale, le dosage de I'alpha-foetoprotéine,
de I'hémoglobine glyquée, de la TSH, et de la testostérone. Une échocardiographie ainsi

qu’une densitométrie osseuse peuvent aussi étre proposées.
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Figure 11 : Algorithme de prise en charge des patients C282Y/C282Y, d’aprés (EASL, 2010)
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b) Traitement de la surcharge en fer

Le traitement initial consiste a normaliser les réserves en fer de I'organisme par la réalisation
de phlébotomies ou I'utilisation de chélateurs du fer. Il s’agit également de prendre en charge

les complications associées.

(1) Phlébotomies

C’est le traitement le plus couramment utilisé dans la prise en charge des patients
symptomatiques atteints d’hémochromatose HFE. L'objectif de ces saignées itératives est de
rétablir des réserves en fer a un niveau normal.

Il n’existe aucun essai clinique randomisé comparant les bénéfices des saignées a I'absence
de saignées chez les patients atteints d’hémochromatose HFE. Cependant certaines études
ont montré l'intérét de commencer les phlébotomies avant le développement d’'une cirrhose
ou d’'un diabéte, afin de diminuer la morbidité et la mortalité chez les patients (Adams et al.,
1991; Niederau et al., 1996).

Les bénéfices liés a cette pratique ont été démontrés par comparaison de la survie de
patients atteints d’hémochromatose traités par saignées a celle des cohortes historiques de
patients non saignés (Bomford and Williams, 1976) ou saignés de fagon incorrecte (Milman
et al., 2001). Cette derniere étude a retrouvé un taux de survie des patients saignés de 93 %
a 5 ans contre 48 % chez les patients mal pris en charge (78 % versus 32 % de survie a 10
ans).

Certains symptdmes cliniques sont améliorés par la pratique des saignées. C’est le cas de
'asthénie et de la mélanodermie (Niederau et al., 1996). On peut également observer une
amélioration de l'intégrité des organes tels que le foie, ce qui se traduit par une diminution du
taux de transaminases. Des biopsies hépatiques répétées chez des malades ont montré une
régression de la fibrose chez 15 a 50 % des patients (Milman et al., 2001). D’autres études
ont également mis en évidence une amélioration du score METAVIR de fibrose hépatique
chez 35 a 69 % des patients selon le score initial (Falize et al., 2006). Enfin, certains patients
cirrhotiques ont vu régresser ou disparaitre leurs varices cesophagiennes (Fracanzani et al.,
1995).

A contrario, les saignées n’ont pas d’effet démontré sur certains symptémes tels que les
arthralgies (Milman et al., 2001; Niederau et al., 1996), 'hnypogonadisme ou les cirrhoses
hépatiques. L’amélioration des troubles d’origine endocrinienne comme le diabéte ou
d’origine cardiaque comme les arythmies est intimement li€ée a la surcharge en fer initiale de

ces organes.
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L’Association Américaine pour I'Etude des Maladies du Foie (AASLD : American Association
for the Study of Liver Diseases) a proposé une synthése des différentes réponses obtenues
chez les patients traités par phlébotomie (Bacon et al., 2011) :

* normalisation des réserves en fer au niveau des organes

* amélioration de la survie des patients diagnostiqués et traités avant le
développement d’une cirrhose ou d’un diabéte

* amélioration de la sensation de bien-étre

e amélioration des fonctions cardiaques

» stabilisation du diabéte

* diminution des douleurs abdominales

* diminution de la mélanodermie

* normalisation du taux d’enzymes hépatiques

e diminution de la fibrose hépatique chez environ 30 % des patients

e diminution de I'hypertension portale chez les patients cirrhotiques

* risque d’hépatocarcinome lié a 'hémochromatose écarté chez les patients désaturés
avant I'apparition d’'une cirrhose

* pas d’amélioration de la cirrhose chez les patients cirrhotiques

* peu ou pas d’amélioration des arthralgies

* pas d’amélioration en cas d’atrophie testiculaire.

En conclusion, les bénéfices liés a la pratique des saignées ont largement été admis malgré
I'absence d’essai clinique randomisé. Cette pratique est considérée comme le traitement de
référence chez les patients atteints d’hémochromatose HFE. Ce traitement est généralement
bien supporté par les patients (Adams, 1998) et la majorité des malades est bien compliante
(Hicken et al., 20083).

Il n‘existe aucune étude permettant de déterminer avec précision a quel moment les
phlébotomies doivent débuter. Il est admis de fagon conventionnelle que le traitement doit
étre initié lorsque le taux de ferritinémie dépasse les normes (des taux > a 200 pg/L pour les

femmes et > a 300 pg/L pour les hommes).
Le traitement des patients par phlébotomies se fait selon deux phases : une phase dite

d’attaque dont l'objectif est de retrouver une ferritinémie normale, suivie d’une phase

d’entretien.

43



Etat de I'art

¢ La phase d’attaque

La phase d’attaque consiste en la réalisation de phlébotomies hebdomadaires dont le
volume, adapté a chaque patient, est généralement compris entre 400 et 500 mL. Cette
quantité de sang comprend en moyenne entre 200 et 250 mg de fer. Le temps nécessaire
pour obtenir la désaturation, c'est-a-dire un taux de ferritine compris entre 50 et 100 pg/L,
varie d’un patient a l'autre et s’étale généralement entre 3 mois et dans de rares cas sur plus
d’'une année. Le taux de ferritine théorique recommandé a atteindre est fixé a 50 pg/L
(Bacon et al., 2011; EASL, 2010) mais en pratique il est parfois difficile a obtenir chez des
patients qui présentent des cofacteurs de risques d’hyperferritinémie tels que la prise

d’alcool.

¢ La phase d’entretien

Lorsque l'on considére que le patient est arrivé a désaturation, commence alors la phase
d’entretien. Il s’agit de maintenir un taux de ferritine acceptable chez les malades. Elle
consiste en la réalisation réguliere de saignées dont I'objectif est de maintenir les réserves
en fer de l'organisme a des niveaux normaux. En pratique, les patients subissent une
phlébotomie entre 2 et 4 fois par an en fonction de leur réponse au traitement.

Selon les centres de traitement, le sang récupéré rejoint parfois le circuit des dons destinés a
la pratique de transfusions (Arrété du 12 janvier 2009). Dans la réalité, de nombreux patients
sont exclus de ce circuit en raison de taux anormalement élevés des transaminases, d’un
diabéte ou d’une prise de médicaments. Il est pourtant recommandé de réintégrer ce sang

aux dons a chaque fois que cela est possible (Pietrangelo, 2010).

(2) Chélateurs du fer

Lorsque la réalisation de saignées est contre-indiquée pour raisons médicales telles qu’'une
anémie séveére, une pathologie cardiaque ou toute autre défaillance d’organe, les chélateurs
du fer constituent une alternative possible. Une étude publiée en 2010 a montré I'intérét de
cette méthode dans le traitement des patients C282Y homozygotes (Phatak et al., 2010).
L'utilisation de déférasirox chez ces patients a permis d’obtenir une diminution significative

des taux de ferritine.
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c¢) Traitement des complications

¢ Complications hépatigues

Il convient de s’assurer que les patients atteints d’hémochromatose HFE n’ont pas atteint le
stade de cirrhose. Il est recommandé de surveiller 'apparition d’une tumeur par échographie
et de mesurer 'alpha-foetoprotéine tous les 6 mois. Le recours a la greffe hépatique peut
étre discuté chez les patients qui présentent une insuffisance hépatique terminale, mais des
études ont montré que la survie des patients transplantés atteints d’hémochromatose HFE
était moins bonne que la survie des malades transplantés pour une autre raison (Kowdley et
al., 2005; Yu and loannou, 2007). L’explication serait liée a la défaillance des autres organes

surchargés en fer tels que le cceur.

¢ Complications endocriniennes

Le fait de pratiquer des saignées ne permet pas de guérir un diabéte insulino-requérant mais
son équilibre semble plus facile a obtenir. La prise en charge des diabétes lies a
I’'hémochromatose HFE se fait de fagon identique aux autres.

Il convient de surveiller une éventuelle hypothyroidie et de la traiter. La surveillance des taux
de testostérone chez les hommes est également recommandée face a une baisse de la

libido. Un traitement hormonal peut alors étre proposé.

¢ Complications cardiagues

Il convient d’effectuer une surveillance cardiologique chez les patients. En effet, un tiers des
patients présenteraient des anomalies a I'électrocardiogramme et pour beaucoup d’entre eux
les saignées amélioreraient les symptémes (Niederau et al., 1996). L’apparition de troubles
du rythme ou d’une insuffisance cardiaque peut nécessiter la mise en place d’'un traitement

spécifique.

¢ Complications articulaires et osseuses

Les pathologies articulaires liées a 'hnémochromatose HFE sont difficiles a traiter et on
assiste souvent a une progression des symptdmes chez les patients. Les antalgiques de
niveau | ou Il sont généralement efficaces. Les injections intra-articulaires de corticoides
retard (hexacétonide de triamcinolone) guidées par arthrographie ou échographie sont
généralement tres efficaces et doivent étre proposées rapidement en cas d’échec des
mesures précédentes. Dans I’état actuel des connaissances, le traitement de I'ostéoporose
liee a I'hémochromatose ne differe pas de la prise en charge de l'ostéoporose de la
population générale. Aucune donnée actuelle ne permet de savoir si les saignées

préviennent de la perte osseuse. Les patients a risque élevé de survenue de fracture doivent
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recevoir le traitement habituel de I'ostéoporose: il repose sur de I'exercice physique, des
apports calciques optimisés (de I'ordre de 1 g/j), une supplémentation en vitamine D pour
obtenir un taux cible de 30 ng/mL, la suppression des toxiques (alcool, tabac) et I'emploi des
médicaments anti-ostéoporotiques (bisphosphonates, raloxiféne, ranélate de strontium ou
tériparatide) (Guggenbuhl et al., 2011).

Les Iésions articulaires peuvent parfois progresser de facon importante au point de devoir
prescrire un remplacement articulaire par des prothéses, notamment au niveau de la hanche
et du genou (Richette et al., 2010).

Les manifestations biologiques et cliniques de la maladie peuvent étre trés différentes selon
les patients. Il existe donc plusieurs fagons de définir le phénotype de la maladie selon que
I'on parle en termes d’expression biologique ou clinique. La notion de prévalence ne devrait,

par conséquent, pas étre dissociée du type d’expression de la maladie.
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3. Epidémiologie de ’'hémochromatose HFE

L’hémochromatose HFE est la forme d’hémochromatose la plus répandue (Bridle et al.,
2003; Levy et al., 1999; Muckenthaler et al., 2003). Cette maladie serait d’ailleurs le désordre
métabolique héréditaire le plus fréquent dans les populations d’origines caucasiennes si la
pénétrance des différents génotypes n’était pas aussi faible. La prévalence de la maladie
reste difficile a estimer car la pénétrance des génotypes est incompléte et varie selon les
génotypes (C282Y/C282Y ou C282Y/H63D). De plus, elle dépend des critéeres biologiques et

cliniques retenus pour définir la maladie.

a) Prévalence de C282Y et H63D en population générale

Le tableau 1 rapporte les fréquences estimées des alléles C282Y et H63D dans différentes

populations.

Tableau 1 : Prévalence des alleles C282Y et H63D en population générale

Auteurs Pays/ Population Effectif (n) Fréquence allélique (%)
Cc282Y H63D
(Beckman et al., 1997) Mordovie 85 1,76
Finlande 173 5,20
Suéde- Saami 151 1,99
Suéde- Saami 206 7,52
(Merryweather-Clarke et al., 1997) Royaume-Uni 368 6,00 12,00
Irlande 45 10,00 18,90
Islande 90 6,70 10,60
Norvége 94 7,40 11,20
Ex-URSS 154 1,00 10,40
Finlande 38 0 11,80
Danemark 37 9,5 22,00
Pays-Bas 39 2,60 29,50
Allemagne 115 3,90 14,80
Ashkénaze 35 0 8,60
ltalie 91 0,50 12,60
Grece 196 1,30 13,50
Turquie 70 0 13,60
Espagne 78 3,20 26,30
(Datz et al., 1997) Autriche 271 4,10 25,80
(Burt et al., 1998) Nouvelle-Zélande 1064 7,00 14,40
(Jouanolle et al., 1998) France- Bretagne 1000 6,50
(Merryweather-Clarke et al., 1999) Scandinavie 837 5,10 17,30
(Distante et al., 1999) Norvége 505 7,80 22,90
(Olynyk et al., 1999) Australie 3011 7,57
(Marshall et al., 1999) Etats-Unis 100 5,00 24,00
(Beutler et al., 2000) Etats-Unis 7620 6,40 15,40
(Steinberg KK et al., 2001) Etats-Unis 2016 6,37 15,37
(Andrikovics et al., 2001) Hongrie 996 3,40 1,40
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Tableau 1 (suite) : Prévalence des alleles C282Y et H63D en population générale

Auteurs Pays/ Population Effectif (n) Fréquence allélique (%)
Cc282Y H63D

(Pozzato et al., 2001) ltalie 149 3,69 14,42
(Byrnes et al., 2001) Irlande 800 12,75 17,18
(Beutler et al., 2002) Etats-Unis 30672 6,22

(Guix et al., 2002) Espagne 665 2,03 20,15
(Deugnier et al., 2002) France 9396 7,63

(Cimburova et al., 2002) .Fr‘epf‘b"q“e' 254 3,93 14,20

cheque

(Van Aken et al., 2002) Pays-Bas 1213 6,14

(Phatak et al., 2002) Etats-Unis 3227 5,07 15,12
(Jones et al., 2002) Royaume-Uni 159 8,50 17,30
(Candore et al., 2002) Italie 578 2,50 14,70
(Salvioni et al., 2003) Italie 606 4,70 14,35
(Papazoglou et al., 2003) Grece 264 0 8,90
(Sanchez et al., 2003) Espagne 5370 3,15 20,80
(Mariani et al., 2003) ltalie 1132 3,20 13,40
(Altes et al., 2004) Espagne 1043 2,82 19,89
(Adams et al., 2005) Etats-Unis 44082 6,82 15,31
(Barry et al., 2005) Etats-Unis 3532 5,07 14,00
(Meier et al., 2005) Allemagne 709 4,40

(Matas et al., 2006) Majorque 255 0,78 12,35
(Hoppe et al., 2006) Etats-Unis 991 5,49 13,42
(Aranda et al., 2007) Espagne 812 3,14 21,92
(Terzié et al., 2006) sosne: 200 2,25 11,50

erzégovine

(Floreani et al., 2007) ltalie 502 1,89 14,84
(Raszeja-Wyszomirska et al., 2008) Pologne 1517 4,41 15,42

(1) Prévalence de C282Y

La fréquence allélique moyenne de la mutation C282Y, selon une méta-analyse portant sur
36 études constituant une cohorte de 127613 individus, est de 6,2 % (EASL, 2010). La
prévalence du génotype C282Y/C282Y parmi la population Caucasienne est estimée entre
1/200 et 1/300 (Edwards et al., 1988; Merryweather-Clarke et al., 1997; Pietrangelo, 2004b).

Ce génotype est moins fréquent chez les hispaniques, les américains d’origine asiatique,

dans les iles du Pacifique et chez les personnes d’origine africaine (Adams et al., 2005).

Environ 85 % des patients du Nord de I'Europe atteints d’hémochromatose HFE portent le

génotype C282Y/C282Y. Cette mutation est présentée comme une mutation présente dans

les populations celtes d’Europe centrale et qui se serait ensuite étendue a 'ouest et au nord

de ’Europe (Distante et al., 2004).
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La distribution géographique actuelle des alléles (figure 12) est compatible avec cette théorie,
puisqu’on observe une fréquence élevée de l'allele C282Y dans les pays du nord de I'Europe
comme l'lrlande (12,5 %) et des taux beaucoup plus faibles, de I'ordre de 1 %, dans les pays
du sud de 'Europe (Distante et al., 2004).
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Figure 12 : Fréquence de l'allele C282Y en Europe, d’aprés (EASL, 2010)
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(2) Prévalence de H63D

Le variant H63D est commun a travers toute I'Europe (figure 13). Sa prévalence est plus
importante puisqu’on estime qu’environ 25 % de la population européenne est porteuse de
cet allele (Merryweather-Clarke et al., 2000). La fréquence allélique moyenne est estimée
par 'EASL a environ 14 %, soit 23733 alléles sur les 170066 étudiés (EASL, 2010).

b

GREENLAND

ol

Bl above 20% Bl 10-20% B 5- 10% 1-5%

Figure 13 : Fréquence de l'allele H63D en Europe, d’apres (Distante et al., 2004)
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b) Prévalence des génotypes C282Y/C282Y et C282Y/H63D chez
les patients symptomatiques

Une méta-analyse regroupant 32 études a permis d’évaluer la fréquence du génotype
C282Y/C282Y parmi 2802 patients atteints d’hémochromatose HFE en Europe (tableau 2).
Cette analyse a fait ressortir que 80,6 % des patients (2260 sur 2802) étaient homozygotes
pour la mutation C282Y du gene HFE. Les hétérozygotes composites C282Y/H63D
représentaient en moyenne 5,3 % des malades testés (EASL, 2010).

Tableau 2 : Prévalence des génotypes C282Y/C282Y et C282Y/H63D chez les patients
symptomatiques, d’aprés (EASL, 2010)

Auteurs Pays Effectif (n) Prévalence des génotypes (%)
C282Y/C282Y C282Y/H63D Non muté

(Feder et al., 1996) Etats-Unis 187 79,14 11,23
(Jazwinska et al., 1996)  Australie 112 100,00 0,00
(Jouanolle et al., 1996) France 65 100,00 0,00
(Beutler et al., 1996) Etats-Unis 147 82,31
(Borot et al., 1997) France 94 72,34 4,26 19,15
(Carella et al., 1997) Italie 75 64,00 6,67
(Datz et al., 1997)  Autriche 40 77,50
Royaume-
(Willis et al., 1997) Unis 18 100,00
(The UK Haemochromatosis Royaume-
Consortium, 1997) Unis 115 91,30 4,35
(Press et al., 1998) Etats-Unis 37 32,43
(Cardoso et al., 1998) Suéede 87 91,95 3,45 1,15
(Sanchez et al., 1998) Espagne 31 87,10 6,45 3,23
(Ryan et al., 1998) Irlande 60 93,33 1,67 3,33
(Nielsen et al., 1998) Allemagne 92 94,57 4,35
(Murphy et al., 1998) Irlande 30 90,00
(Mura et al., 1999) France 711 80,17 5,63 4,92
(Brissot et al., 1999) France 217 96,31 1,84 0,92
(Bacon et al., 1999) Etats-Unis 66 90,91 3,03
(Brandhagen et al., 2000a) Etats-Unis 5 80,00
(Rivard et al., 2000) Canada 32 43,75 9,38 25,00
(Papanikolaou et al., 2000) Gréce 10 30,00 50,00
(Guix et al., 2000) Espagne 14 92,86
(Brandhagen et al., 2000b) Etats-Unis 82 85,37 2,44
(Sham et al., 2000) Etats-Unis 123 60,16 12,20 4,88
(Van Vlierberghe et al.,
2000) Belgique 49 93,88 4,08 2,04
(Bell et al., 2000)  Norvége 120 76,67 2,50
(Hellerbrand et al., 2001) Allemagne 36 72,22 8,33 5,56
(de Juan et al., 2001)  Espagne 35 57,14 11,43 5,71
(Guix et al., 2002) Espagne 30 90,00 6,67 0,00
(De Marco et al., 2004) Italie 46 19,57 21,74 23,91
(Bauduer et al., 2005) France 15 53,33 13,33
(Cukjati et al., 2007)  Slovénie 21 47,62 9,52 9,52
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c) Pénétrance des différents génotypes

La pénétrance d’'un génotype représente la proportion d’individus porteurs du génotype qui
développe la maladie. Le nombre de malades identifiés atteints d’hémochromatose HFE
n‘est pas en accord avec les taux de prévalence des différents génotypes estimés en
population générale. Ce constat est lié au fait que la pénétrance des différents génotypes est

incompléte.

(1) Pénétrance incompléte du génotype C282Y/C282Y

Plusieurs études ont déterminé des pénétrances du génotype C282Y/C282Y variant de 1 a
60 % (Rochette et al., 2010). Les différences observées entre les études pour estimer la
pénétrance de ce génotype sont essentiellement liées aux difficultées rencontrées pour
définir un phénotype précis de la maladie. Une étude basée sur le dépistage de 41038
individus issus de la population générale a montré que I'évaluation de la pénétrance du
génotype basé sur les symptdmes était difficile du fait de leur caractére non spécifique et de
leur grande fréquence (Beutler et al., 2002). De plus, il existe clairement une différence entre
les hommes et les femmes puisqu’on estime que 38 % des hommes ayant le génotype
C282Y/C282Y pourraient avoir une surcharge en fer contre seulement 1 % des femmes
(Allen et al., 2008).

La pénétrance du génotype C282Y/C282Y a donc fait I'objet de nombreuses études, parmi
lesquelles une méta-analyse qui en regroupait 19. La détermination de la pénétrance de ce
génotype s’est basée sur des criteres trés hétérogenes, a la fois biologiques et/ou cliniques.
Malgré les différences dans les critéres d’inclusion et dans les critéres retenus pour définir la
maladie, la pénétrance du génotype C282Y homozygote a été estimée a 13,5 % (IC 95 % :
[13,4 % ; 13,6 %]) (EASL, 2010).

D’un point de vue biologique, la méta-analyse conduite par 'EASL sur 1382 patients C282Y
homozygotes a révélé que 26 % des femmes et 32 % des hommes avaient des taux de
ferritine anormalement élevés, soit des taux supérieurs a 200 ug/L pour les femmes et a 300
pg/L pour les hommes. Une étude récente basée sur une cohorte de 6020 Danois agés de
30 a 53 ans a permis d’estimer la pénétrance biologique des différents génotypes (Pedersen
and Milman, 2009a). Lorsque I'on se base sur un coefficient de saturation de la transferrine
supérieur a 50 % et un taux de ferritinémie supérieur a 300 pg/L, la pénétrance estimée du
génotype C282Y/C282Y est de 76,5 %.

Une étude réalisée en Irlande sur une population de patients homozygotes s’est intéressée

au dosage des enzymes hépatiques pour identifier une atteinte du foie. Elle a montré que
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32,3 % des hommes avaient une augmentation des enzymes hépatiques (Gleeson et al.,
2004)

D’un point de vue histologique, une méta-analyse basée sur 13 études a montré que lors de
biopsies hépatiques effectuées chez 626 patients C282Y homozygotes, un exces de fer était
retrouvé dans les tissus (>25 pmoles/g de foie) chez 52 % des femmes et 75 % des hommes
(EASL, 2010).

Les études de pénétrance basées sur I'analyse de tissus hépatiques est possible, mais les
résultats sont a interpréter avec attention du fait du biais de sélection. En effet, les patients
biopsiés sont généralement ciblés suite a une forte suspicion d’atteinte hépatique. En
Norveége une étude conduite chez 120 patients a permis de montrer que 18 % des hommes
et 5 % des femmes homozygotes pour C282Y avaient une fibrose hépatique (Bell et al.,
2000) ; environ 6 % des hommes et 2 % des femmes présentaient une cirrhose hépatique
(Bell et al., 2000; Powell LW et al., 2006).

Les résultats d’'une méta-analyse réalisée dans le cadre d’une revue systématique conduite
en 2006 tend a montrer que 38 a 50 % des patients homozygotes pour la mutation C282Y
pourraient présenter une surcharge en fer et qu’entre 10 et 33 % d’entre eux auraient des
symptémes associés a ’'hémochromatose (Whitlock et al., 2006).

Les études faites sur le suivi des patients et la progression de leur maladie ont montré que
seule une minorité des patients C282Y/C282Y voyaient leur pathologie s’aggraver (Allen et
al., 2008; Andersen et al., 2004; Olynyk et al., 2004).

Au final, on estime qu’entre 75 et 100 % des hommes qui sont C282Y homozygotes ont des
marqueurs biologiques qui témoignent d’'une surcharge en fer et que 10 a 25 % d’entre eux
ont des signes de fibrose hépatique lors de biopsie. Seuls 4 a 6 % d’entre eux présentent
des signes de cirrhose hépatique. Chez les femmes, la proportion de patientes concernées

est beaucoup plus faible (Wood et al., 2008).

(2) Pénétrance du génotype C282Y/H63D

H63D est le variant le plus fréquemment retrouvé aprés la mutation majoritaire C282Y chez
les patients atteints d’hémochromatose HFE. Cependant, l'association du génotype
C282Y/H63D avec la maladie est encore tres discutée. En effet ce génotype est associé a
une surcharge en fer plus modérée, le plus souvent marquée par une hyperferritinémie
d’origine multifactorielle (compliquée par des facteurs secondaires : syndrome métabolique,
consommation excessive d’alcool, syndrome inflammatoire, cytolyse) (Deugnier et al., 2009).
Une étude de cohorte prospective australienne faite en population générale, a permis
d’identifier 180 individus hétérozygotes composites et de les comparer a 300 témoins sans
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mutations sur le géne HFE (Gurrin et al., 2009). La ferritinémie et le coefficient de saturation
de la transferrine étaient significativement plus élevés chez les hétérozygotes composites
que chez les individus ne présentant pas ces mutations (p<0,02). Cette différence ne
s’observait pas chez les femmes hétérozygotes composites ménopausées qui présentaient
des taux semblables au reste de la population. D’un point de vue clinique, la prévalence des
morbidités associées a I'hnémochromatose n’était pas différente pour les hétérozygotes
composites de celle retrouvée dans le reste de la population. La pénétrance biologique est
donc un peu supérieure a la pénétrance clinique chez ces individus. Une étude américaine
s’est intéressé a l'expression phénotypique de la maladie au niveau du foie chez des
patients présentant différents génotypes, parmi lesquels des hétérozygotes composites
(Cheng et al., 2009). Il en est ressorti que les réserves en fer de I'organisme étaient moins
importantes chez les patients C282Y/H63D que chez les homozygotes C282Y alors que
paradoxalement les anomalies hépatiques (inflammation, stéatose a la biopsie) étaient plus
nombreuses chez ces derniers. Les données suggéraient que ce sont des pathologies
hépatiques sous-jacentes qui étaient a lorigine de [I'expression phénotypique de
I’'hémochromatose chez les patients hétérozygotes composites et non pas le génotype.

Une étude basée sur une cohorte de 6020 Danois agés de 30 a 53 ans a permis de montrer
gu’il existe une différence importante entre les pénétrances biologiques des différents
génotypes (Pedersen and Milman, 2009a). Lorsque l'on se base sur un coefficient de
saturation de la transferrine supérieur a 50 % et un taux de ferritinémie supérieur a 300 pug/L,
la pénétrance estimée du génotype C282Y/C282Y est de 76,5 % contre seulement 9,1 %
pour le génotype C282Y/H63D (figure 14).

C282Y/C282Y (n=17)

C282Y/H63D (n=66)
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Figure 14 : Ferritinémie et coefficient de saturation de la transferrine en fonction du

génotype HFE, d’aprées (Pedersen and Milman, 2009a)
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Par ailleurs, une étude réalisée en Espagne aupres de 815 personnes bien portantes agées
de 18 a 75 ans a montré que le génotype hétérozygote composite C282Y/H63D était associé
a une augmentation de 16,4 % du coefficient de saturation de la transferrine et que ce
génotype expliquait 37,7 % de la variabilité observée dans les taux de ferritine (Aranda et al.,
2010).

Une autre équipe a montré que les patients hétérozygotes composites adressés en
consultation médicale présentaient des marqueurs de surcharge en fer plus importants que
ceux identifiés par dépistage. De plus, les patients portant le génotype C282Y/H63D qui
présentaient des taux significativement plus élevés de ferritinémie avaient tous des facteurs
de comorbidités connus tels que I'obésité ou une consommation excessive d’alcool (Walsh
et al., 2006). Il a également été démontré que les patients C282Y hétérozygotes qui ont une
surcharge hépatique en fer d’aspect hémochromatosique sont plus susceptibles d’avoir une
mutation sur le second allele du géne HFE (Aguilar-Martinez et al., 2011; Mariani et al.,
2010), alors que chez les patients C282Y hétérozygotes sans pathologie de surcharge en fer
documentée, les causes secondaires d’hyperferritinémies sont fréquentes (Mariani et al.,
2010).

La perception de I'effet du variant H63D a évolué au cours des derniéres années devant les
données disponibles dans la littérature. On parle maintenant plus volontiers de facteur de
susceptibilité, c'est-a-dire de variant dont l'impact sur la maladie est faible lorsqu’on le
considére indépendamment d’autres facteurs. Ce constat est en accord avec le fait que le
variant H63D n’altére pas la structure de la protéine HFE, contrairement a la mutation C282Y
(Feder et al., 1997; Waheed et al., 1997).

(3) Dépistage et pénétrance

Le dépistage de I'hémochromatose HFE s’inscrit dans le cadre de la prévention secondaire
des maladies, qui se définit comme la prévention des conséquences physiques liées au
développement de la maladie. L’objectif est de pouvoir dépister précocément la survenue
d’une surcharge en fer chez les individus porteurs du génotype C282Y homozygote afin de
proposer une prise en charge thérapeutique et de limiter les complications éventuelles.

La notion de pénétrance incompléte du génotype C282Y rend complexe la possibilité d’'un
programme de dépistage. L’identification du génotype C282Y homozygote ne permet pas a
lui seul de prédire I'apparition d’'une surcharge en fer et de ses complications. Le dépistage
basé sur le bilan biologique (dépistage phénotypique) connait également des limites. En effet,
I'’évocation du diagnostic d’hémochromatose HFE se fait généralement suite a la découverte
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de perturbation au niveau du bilan ferrique sanguin. Ces parameétres sont utilisés comme test
de dépistage phénotypique mais leur caractére prédictif est discuté. Ainsi, différentes études
se sont intéressées au caractere prédictif des parameétres biologiques du fer quant au
diagnostic d’hémochromatose (Asberg et al., 2001; Asberg et al., 2007). En Norvége, une
étude conduite par Asberg et coll. sur plus de 60000 personnes a montré que les coefficients
de saturation de la transferrine restaient anormalement élevés au cours du temps chez
environ 1 % des individus. La moitié de ces individus (54,9 %) présentaient également une
hyperferritinémie. L’étude du géne HFE dans cette sous-population a permis de montrer que
90 % des hommes et 75 % des femmes étaient C282Y homozygotes. La prévalence de
’'hémochromatose définie dans cette étude par le diagnostic de cirrhose hépatique était
estimée a environ 5 % chez les hommes et moins de 0,5 % chez les femmes (Asberg et al,,
2007).

Il existe deux types de dépistages : le dépistage en population générale, qui peut étre

systématique ou organisé, et le dépistage familial (ciblé).

Plusieurs études se sont intéressées a la stratégie de dépistage en population générale.
Certaines se sont appuyées sur la recherche de ’'hnomozygotie C282Y chez les sujets ayant
une augmentation du coefficient de la transferrine, sans rechercher d’hyperferritinémie
(Dautreaux-Lagarde, 1999; Rosenfeld, 2000) tandis que d’autres ont pris également en
compte I'existence d’'une hyperferritinémie (Hagen et al., 2002). Ces stratégies ont permis
d’identifier entre 1,3 et 2 individus C282Y homozygotes pour 1000 sujets testés. Une étude
australienne a conclu que, I'association d’'un dépistage phénotypique basé sur le coefficient
de saturation de la transferrine et d’'un dépistage génétique, était la stratégie la moins
couteuse et la plus efficace (Bassett et al., 1997). Une étude canadienne qui évaluait la
méme stratégie concluait également que I'association du test phénotypique (test de premiére
intention) et génétique (test de confirmation) constituait la meilleure stratégie (Adams and
Valberg, 1999). Une étude australienne a effectué un dépistage systématique de 18779
patients hospitalisés. |l s’agissait de mesurer le coefficient de saturation de la transferrine et
de proposer, lorsque celui-ci était supérieur a 40 %, un génotypage (McCullen et al., 2008).
Cette stratégie a permis de dépister 887 (5,4 %) individus ayant un coefficient de saturation

de la transferrine élevé et d’identifier 35 C282Y homozygotes dont 14 étaient déja connus.
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L’autre stratégie proposée est le dépistage familial. Ce dépistage est par nature plus efficace
car il s’adresse a une population a plus haut risque d’étre porteur de la mutation C282Y.
La stratégie proposée par Moirand et Brissot est la suivante (Anaes, 2004; Brissot et al.,
2005; HAS, 2005; Moirand et al., 1999) :

» Dépistage phénotypique chez les parents du probant (avec test génétique pour les

sujets qui présentent une anomalie)
» Dépistage phénotypique et génétique dans la fratrie du probant
» Dépistage génétique chez I'autre parent naturel de I'enfant du probant afin d’estimer

les risques d’homozygotie C282Y chez les enfants mineurs.

Une autre stratégie a été proposée par Rochette et ses collaborateurs (Rochette et al., 2000).
Il s’agit de réaliser un dépistage qui consiste a remonter I'arbre familial d’'un sujet testé au
hasard et identifié porteur du génotype C282Y homozygote. Dans ce cas, le risque calculé
pour un des parents d’étre porteur du génotype C282Y/C282Y est 17 fois plus élevé qu’en
population générale, compte tenu de la fréquence de I'’homozygotie C282Y et de la
fréquence de l'allele C282Y.

Le dépistage de I'hémochromatose HFE dans la population générale n’est pas, a ce jour,
recommandé par I'HAS (HAS, 2005). Le dépistage de groupes ciblés sur les pathologies
telles que les cardiopathies ou les hépatopathies n’ont pas montré leur efficacité.

Le dépistage familial des apparentés du premier degré est lui fortement conseillé. Sa mise
en ceuvre était toute fois difficile du fait de la dispersion des apparentés et des contraintes
légales et réglementaires (Deugnier and Jouanolle, 2007). Le décret du 20 juin 2013 relatif
aux conditions de mise en ceuvre de l'information de la parentéle dans le cadre d'un examen
des caractéristiques génétiques a finalité médicale devrait permettre de faciliter I'information

des apparentés et faciliter le dépistage familial (Décret n°2013-527, 2013).

Les pénétrances biologiques et cliniques du génotype C282Y/C282Y est trés incompléte, ce
qui montre que le fait d’étre porteur de ce génotype est une condition nécessaire mais pas
suffisante pour développer une hémochromatose HFE.
Il existe donc des facteurs génétiques et environnementaux susceptibles de modifier
I'expression de ce génotype. L’identification de ces facteurs constitue un enjeu majeur dans
la compréhension des maladies dites multifactorielles.
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4. Influence des facteurs génétiques et non génétiques

La détermination de facteurs de risque d’apparition des signes et des complications associés
a I’'némochromatose HFE, est un élément clé pour la compréhension de I'histoire naturelle
de la maladie et pour la prise en charge des patients. Il s’agit de tenter d’expliquer la
pénétrance incompléte des différents génotypes.

a) Influence de I’dge

L’age est un facteur de risque important d’apparition ou d’aggravation des complications de
’'hnémochromatose HFE. Ceci est directement lié a I'histoire naturelle de la maladie qui est
marquée par l'accumulation progressive de fer au niveau des tissus de l'organisme.
L’évolution des complications est donc directement liée a la durée d’exposition des tissus a
la surcharge en fer. C’est d’ailleurs ce critére qui devrait étre considéré comme le facteur de
risque le plus pertinent. Ainsi le risque d’apparition des symptomes liés a I’hémochromatose
HFE et notamment le développement d’une cirrhose hépatique augmente lorsque le taux de
ferritinémie approche les 1000 pg/L (Beaton and Adams, 2006; Guyader et al., 1998;
Morrison et al., 2003).

L’age d’apparition des premiers symptémes est généralement compris entre 45 et 60 ans
selon le sexe, mais il est impossible de déterminer avec précision un age seuil de survenue
des complications. De méme il n’est pas possible de définir un age au-dela duquel toute
survenue de complications supplémentaires serait écartée (Anaes, 2004).

Aucune fibrose hépatique n’a été retrouvée chez les patients atteints d’hémochromatose
HFE avant 'age de 40 ans (Bacon et al., 1999; Guyader et al., 1998). Cependant, cette
fibrose peut étre observées plus jeune chez les individus qui consomment de I'alcool en
quantité excessive (Adams et al., 1997). Les hommes agés de 50 ans et plus sont ceux qui
présentent le risque le plus important de développer une cirrhose hépatique (Allen et al.,
2008; Asberg et al., 2001; Olynyk et al., 1999).

L’accumulation de fer dans I'organisme des patients &gés de plus de 50 ans pourrait étre liée
a des besoins en fer moins importants que chez les adolescents ou les jeunes adultes. Une
autre explication pourrait étre une diminution naturelle de la sécrétion d’hepcidine avec I'age.
Enfin, 'accumulation progressive de dérivés réactifs de I'oxygene tels que des radicaux
libres, des ions oxygénés et des peroxydes, liée a la surcharge hépatique en fer pourrait
également contribuer au développement d’une cirrhose (Bonekamp et al., 2009; Pietrangelo,
1996).
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L’age est un facteur a prendre en compte au cours des analyses, car il traduit indirectement
le temps d’exposition des tissus a la surcharge martiale. Ce facteur est directement lié a
I'histoire naturelle de la maladie et est par conséquent incontournable.

b) Influence du sexe

L’hémochromatose HFE se manifeste habituellement plus tardivement chez les femmes que
chez les hommes (respectivement environ 60 ans versus 50 ans). L’expression biologique
est moins marquée chez les femmes avec des coefficients de saturation de la transferrine et
des taux de ferritinémie généralement plus faibles que chez les hommes. De plus, d’'un point
de vue clinique, les femmes présentent des complications moins séveres (Deugnier et al.,
2002; Moirand et al., 1997).

Deux études se sont intéressées plus précisément aux différences cliniques et
thérapeutiques entre hommes et femmes. L'une d’elles était rétrospective et comparait 176
femmes appariées a 176 hommes de méme année de naissance (Moirand et al., 1997),
autre était prospective et comparait 32 hommes et 22 femmes (Olynyk et al., 1998). Elles
concluaient de maniére similaire a une surcharge martiale significativement moins
importante chez la femme du fait d’'une moindre ferritinémie et d’'une moindre quantité totale
de fer a soustraire par saignée (différence A= - 3,1 g ou - 2 g selon I'étude soit 12 a 8
saignées de moins).

Une des hypotheéses formulées est que les femmes sont relativement protégées des
conséquences de la surcharge en fer en raison des pertes sanguines physiologiques
(menstruations) et des grossesses (Bothwell and MacPhail, 1998; Waalen et al., 2005). Au
cours de la grossesse, les besoins en fer augmentent de fagon importante afin d’assurer une
production massive de globules rouges chez la mére. Le développement du placenta et la
croissance du feetus entrainent également une consommation importante de fer. Enfin
'augmentation physiologique du taux d’hémoglobine permet de compenser les pertes
sanguines liées a l'accouchement (Milman, 2006). Il est communément admis dans la
littérature que les pertes en fer liées a la grossesse ont un effet protecteur vis-a-vis de la
maladie. Ceci se traduirait par une accumulation mopins rapide de fer chez les femmes,
mais cette affirmation n’a jamais été supportée par aucune étude épidémiologique. L’étude
conduite en 1997 par I'équipe de Deugnier concluait que ni la concentration hépatique en fer,
ni la quantité de fer soustraite n’étaient significativement corrélées au nhombre de grossesses
(Moirand et al., 1997). Toutefois, aucun résultat n’était présenté dans cet article. Cette méme
équipe a également observé lors d’'une étude conduite en population que le nombre de
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grossesses ne différait pas entre le groupe de 23 femmes qui présentaient des symptémes
liés a 'hémochromatose HFE et les 19 autres femmes non expressives (Deugnier et al.,
2002). Le nombre de grossesses a également servi de facteur d’ajustement dans une étude
sur le lien entre I'indice de masse corporelle et le degré de surcharge en fer des patientes
atteintes d’hémochromatose HFE (Desgrippes et al., 2013). Aucune association significative
n'a été retrouvée entre le nombre de grossesses et la quantité de fer soustraite par
phlébotomies (= 6g ou < 69).

D’un point de vue biologique, les besoins en fer augmentent fortement au cours de la
grossesse. Les besoins sont d’environ 0,8 mg par jour au premier semestre tandis qu’au
cours des 3 derniéres semaines les besoins sont de 10 mg de fer par jour (FAO/WHO, 2004;
Milman, 2006; Schimann et al., 2007; Viteri, 1994). L’augmentation du taux d’hémoglobine
consommerait environ 500 mg de fer. La croissance du fcetus et du placenta nécessitent
pres de 315 mg de fer supplémentaire (respectivement 290 mg et 25 mg) tandis que les
pertes normales en fer sont d’environ 250 mg pendant toute une grossesse, soit 0,9 mg par
jour (FAO/WHO, 2004). Une étude réalisée chez des souris a montré que les grossesses
multiples ne réduisent pas les réserves en fer de 'organisme (Neves et al., 2010). Une autre
étude conduite récemment sur des souris suggére que les différences observées entre
hommes et femmes pourraient étre liees a des facteurs hormonaux. Il a été montré que la
testostérone inhiberait la transcription d’hepcidine chez les souris males, ce qui conduirait a
une accumulation plus rapide et plus importante de fer dans les tissus (Latour et al., 2014).

c) Influence des facteurs génétiques

De nombreuses études ont cherché a étudier I'implication de genes impliqués dans le
métabolisme du fer dans la régulation de la surcharge en fer des patients C282Y
homozygotes.

Des études réalisées auprés de patients C282Y homozygotes ont permis d’identifier des
mutations rares ou privées des genes HAMP et HJV associées a une augmentation du degré
de surcharge en fer (Le Gac et al., 2004a, 2004b; Island et al., 2009; Jacolot et al., 2004;
Merryweather-Clarke et al., 2003). Ainsi, dans une cohorte de 392 patients C282Y
homozygotes, cing patients présentant un degré de surcharge en fer particulierement élevé
ont été identifiés porteurs d’'une mutation du géne HAMP alors qu’aucune mutation de ce
géne n’a pas été retrouvée dans un groupe contréle de 300 individus (Jacolot et al., 2004).
En 2009, une nouvelle mutation dans la séquence du promoteur proximal du géne HAMP a
été découverte chez un individu C282Y homozygote qui présentait une surcharge en fer
importante (Island et al., 2009).
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Des mutations ont également été identifiées dans le géne HJV qui code I’hémojuvéline. Ainsi,
une mutation du géne HJV a pu étre identifiée chez neuf individus d’une cohorte composée
de 310 patients C282Y homozygotes. Ces neuf patients présentaient un degré de surcharge
en fer plus importante que le reste de la cohorte, aprés appariement sur I'age et le sexe (Le
Gac et al., 2004b).

La voie BMP-SMAD chargée de réguler la synthése de I'hepcidine et dans laquelle de
nombreux genes sont impliqués a été explorée. Ainsi des variants des géenes BMP2 et BMP4
ont été retrouvés associés a des variations du degré de surcharge en fer dans une
cohorte.de 592 patients C282Y homozygotes (Milet et al., 2007, 2010).

D’autres résultats supportent I’hypothése de l'existence de variants au niveau de génes
impliqués dans le métabolisme du fer qui pourraient moduler I'expressivité du génotype
C282Y/C282Y. Un variant du géne CYBRD1, qui code le cytochrome b réductase 1, a été
retrouvé associé a un degré de surcharge en fer plus modéré (ferritinémie moins élevée)
chez des patients C282Y homozygotes (Constantine et al., 2009; Pelucchi et al., 2012).

Un variant du géne TMPRSS6 (transmembrane protease, serine 6) a également été identifié
comme modificateur de I'expression de ’hémochromatose HFE dans une cohorte de 163
patients C282Y homozygotes (Valenti et al., 2012).

Tout récemment, une étude d’association pangénomique, GWAS (genome-wide association
study), réalisée auprés de 474 patients C282Y homozygotes a montré qu’un polymorphisme
du géne TF, qui code la transferrine, était associé a la concentration de la transferrine (de
Tayrac et al., 2014).

Enfin, une étude s’est intéressée au variant mitochondrial rs16189, connu pour étre associé
a certaines comorbidités telles que le diabéte ou les cardiomyopathies dilatées. Ce variant
était plus frequemment retrouvé chez les patients C282Y homozygotes qui présentaient une
surcharge en fer, que dans une population controle (14,4 % vs 8,6 %, p=0,003) et que chez
les individus C282Y homozygotes non expressifs (14,4 % vs 3,1 %, p=0,023) (Livesey et al.,
2004). Cependant, ce lien n’a pas été confirmé par d’autres études qui ont comparé les taux
de ferritine chez les patients C282Y homozygotes selon la présence ou non de ce variant
(Beutler et al., 2004).

La recherche de génes modificateurs a conduit a un certain nombre de résultats. Cette
recherche demeure difficile du fait de la grande hétérogénéité des protocoles d’études. Les
critéres d’inclusion des patients, les phénotypes utilisés, le choix des variants étudiés
différent beaucoup entre les études, ce qui conduit parfois a des résultats contradictoires. De
plus, peu d’études d’association ont pu étre répliquées sur des échantillons indépendants.
Cependant des résultats ont été obtenus suite a I'’étude de génes impliqués dans la synthése
de I'hepcidine (Milet et al., 2007, 2010), dans le métabolisme des ROS et du TGF-8
(Osterreicher et al., 2005a, 2005b) et I'absorption du fer par les entérocytes (Constantine et

61



Etat de I'art

al., 2009). Des études axées sur I'haptoglobine (Le Gac et al., 2009; Van Vlierberghe et al.,
2001) et les génes mitochondriaux ont également permis d’obtenir un certain nombre de
résultats (Livesey et al., 2004).

d) Influence des facteurs non génétiques

Au-dela des facteurs génétiques, les études ont également cherché a identifier les facteurs

non génétiques modulant I'expression phénotypique du génotype C282Y homozygotes.

(1) Consommation excessive d’alcool
La consommation excessive d’alcool est définie selon I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) par une consommation supérieure a 21 verres par semaine pour un homme (soit 3

verres par jour) et 14 verres pour une femme (soit 2 verres par jour) (Organisation Mondiale
de la Santé, 2007). Tous les verres standard contiennent la méme quantité d’alcool (figure

15).
E .
|

7cl 2,5cl 10cl 25 cl
d'aperitif de digestif de champagne de cidre "sec"
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—
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—~———
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de whisky de pastis de biéere de vin rouge / blanc
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Figure 15 : Equivalence des verres d’alcool en fonction du volume et du type d’alcool,
d’aprés (Bush et al., 1998)
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Comme dans beaucoup de pathologies hépatiques, une consommation excessive d’alcool
contribue a aggraver les dommages causés au foie par I'accumulation de fer chez les
patients atteints d’hémochromatose HFE (Fletcher et al., 2002).

Les études réalisées sur des modeles expérimentaux ont montré que I'alcool diminuerait la
production hépatique d’hepcidine (Harrison-Findik et al., 2007). Ce mécanisme va dans le
sens des observations faites dans de nombreuses études concernant le lien entre la
consommation d’alcool et les parametres biologiques du fer. Il existe une corrélation entre la
quantité d’alcool consommée et 'augmentation du taux de ferritine, ainsi que de la quantité
de fer absorbée (Chapman et al., 1983; loannou et al., 2004, 2007; Scotet et al., 2003).

(2) Alimentation

Le rbéle de lalimentation sur le degré de surcharge en fer des patients atteints
d’hémochromatose HFE n’a jusqu’a présent, jamais été clairement démontré. Il n’existe
notamment aucun essai randomisé dans la littérature actuelle. Le fer, d’origine héminique (lié
a ’héeme) et non héminique, est absorbé par des voies distinctes. Le fer d’origine héminique
est issu de I’hémoglobine et de la myoglobine contenues dans des aliments tels que la
viande rouge, les fruits de mer ou les volailles. Le fer d’origine non héminique se retrouve
dans les aliments d’origine végétale comme les lentilles, le riz ou les haricots blancs.
L’absorption du fer héminique et non héminique se fait de fagon trés inégale. Environ 15 a
35 % du fer héminique contenu dans les aliments est absorbé efficacement. Ce type de fer
est absorbé intact (Le Blanc et al.,, 2012), les aliments n‘ont pas d’influence sur son
absorption, bien que le calcium ait été décrit comme inhibiteur (Hallberg et al., 1991).

Quant a I'absorption intestinale du fer non héminique, son efficacité varie de 2 a 20 % et elle
est influencée par d’autres aliments qui peuvent l'inhiber. Ainsi les phytates et polyphénoles
comme le tanin diminuent I'absorption intestinale du fer non héminique (Brune et al., 1989;
Cook et al.,, 1997; Minihane and Fairweather-Tait, 1998; Samman et al., 2001). Les
composés comme les phytates contenus dans les légumes ou le riz, ainsi que Il'acide
tannique que I'on retrouve dans le thé vert et le café se lient au fer et forment un complexe
insoluble dans la lumiere de lintestin. Chez les patients en surcharge en fer la
consommation de café et de thé pourrait avoir un effet protecteur.

Certains nutriments peuvent, a contrario, améliorer I'absorption intestinale du fer non
héminique, c’est le cas de la vitamine C. L’acide ascorbique va réduire le fer ferrique (Fe*")
en fer ferreux (Fe®*) et former des complexes solubles dans la lumiére de l'intestin. De plus,
la vitamine C favorise la séparation du fer capté par les inhibiteurs (Hunt et al., 1994;
Siegenberg et al., 1991). C’est également le cas des protéines d’origine animale (Hurrell et
al., 2006)
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D’un point de vue alimentaire, la consommation de viande rouge, d’abats, de poissons et de
volailles constitue une source importante de fer facilement assimilable. Les fruits et Iégumes
secs ainsi que les végétaux constituent également une source importante de fer mais leur
absorption reste plus limitée.

Plusieurs études réalisées en population générale ou sur des individus porteurs du génotype
C282Y homozygotes ont tenté de déterminer si I'apport alimentaire de fer avait une influence
sur le degré de surcharge en fer (tableau 3). Les résultats des différentes études disponibles
restent hétérogenes. Une étude de cohorte réalisée en Grande-Bretagne en 2005 auprés de
2531 femmes a permis d’établir un lien entre la consommation de fer héminique et le degré
de surcharge en fer chez les individus qui présentaient le génotype C282Y/C282Y (Cade et
al., 2005; Greenwood et al., 2005). L’effet de la consommation de viandes, poissons ou
volailles sur le degré de surcharge en fer, estimé par le taux de ferritine, était deux fois plus
important chez les homozygotes C282Y que dans les autres groupes génotypiques. Aucune
différence n’a été observée pour le fer non héminique. Une autre étude faite aux Pays-Bas
sur une cohorte de femmes agées de plus de 50 ans a abouti a des résultats similaires (van
der A et al., 2006). Les femmes C282Y homozygotes et les hétérozygotes composites
avaient des taux plus élevés de ferritine et il existait un lien significatif entre la quantité de fer
héminique consommée et les taux observés. Ces deux études ont utilisé des questionnaires
alimentaires afin de déterminer les quantités de fer héminique et non héminique
habituellement consommées. D’autres études n’ont pas retrouvé les associations décrites
précédemment (Gordeuk et al., 2012; McCune et al., 2006; Milward et al., 2008).

Une étude conduite en Grande-Bretagne a permis d’établir un lien entre la consommation de
fruits frais, la consommation d’alcool et le degré de surcharge en fer chez des patients
atteints d’hémochromatose HFE. Une faible consommation de fruits frais (moins de sept
portions par semaine) était significativement associée a un degré de surcharge en fer plus
important tandis qu’'une consommation excessive d’alcool était liée a des taux élevés de
ferritine (McCune et al., 2006).

Une étude australienne a, quant a elle, observé que les personnes qui avaient une
consommation importante de fruits (autres que des agrumes), ainsi qu’'une consommation
restreinte de viandes et d’alcool, présentaient des taux significativement plus faibles de
ferritine (Milward et al., 2008). Cependant cette étude n’était pas restreinte aux personnes
portant le génotype C282Y/C282Y.

Une autre étude qui s’intéressait aux parents au premier degré d’individus C282Y
homozygotes a retrouvé que les grands consommateurs de viande (>200 g par jour) avaient
€galement des taux de ferritine plus élevés (Jacobs et al., 2009).

En 2012, une étude nord-américaine a identifié 213 individus qui présentaient le génotype
C282Y/C282Y lors d’'un dépistage en population générale. Leur consommation de fer
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héminique et non héminique a été évaluée par un auto-questionnaire alimentaire. Aucun lien
significatif n’a été retrouvé entre leur consommation déclarée de fer et leur taux de ferritine
(Gordeuk et al., 2012).

Il existe donc peu d’études a s’étre intéressées a I’existence d’un lien entre la consommation
de fer héminique ou non héminique et le degré de surcharge en fer des patients atteints
d’hémochromatose HFE. Le nombre d’individus qui présentent le génotype C282Y/C282Y
est relativement faible parmi ces études généralement réalisées a partir d’'un dépistage en
population et ces personnes ne présentent pas forcément d’expression phénotypique.
Aucune de ces études ne concerne des patients homozygotes inclus en protocole de
saignées. De plus, le degré de surcharge en fer des individus est apprécié par la mesure du
taux de ferritine mais aucune n’utilise la quantité de fer soustraite par saignées. Cet
indicateur semble pourtant étre un meilleur reflet de la surcharge en fer des patients
(Haskins et al., 1952).
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Tableau 3 : Résumé des études publiées sur la relation entre les apports alimentaires, les marqueurs du fer et le gene HFE

Auteurs, année

Pays Population d’étude Méthode Principaux résultats Conclusions
de publication
(Kaltwasser et al., Allemagne Patients atteints Essai non randomisé pour ASF : 2,78 ug/L (r=0,95, Augmentation
1998) d’hémochromatose (n=18) dont  évaluer l'effet de la p<0,05) vs 4,26 ug/L significative de la
10 C282Y homozygotes consommation de thé noir  (r=0,98, p<0,05) ferritinémie dans
sur le taux de ferritine et la les 2 groupes mais
quantité de fer soutraite plus faible chez les
A) : Consommation deThé consommateurs de
(n=9) thé
B)Pas de consommation
de thé (n=9)
(Scotet et al., 2003) France Etude de patients C282Y Etude de cohorte Comparaison des 2 groupes Consommation
homozygotes (n=378) Comparaison des TS : 969 ug/L vs 1745 ug/LL. excessive d’alcool
Consommation nulle ou marqueurs du fer (TF, (p<0,05) associée a des
raisonnable d’alcool : n=345 CST, Fe) entre les 2 Fe : 36 ymol/L vs 40 umol/L  marqueurs du fer
Consommation excessive groupes (p<0,05) plus élevés chez
d’alcool : n=33 CST:80 % vs 87 % les patients
(p<0,05) C282Y/C282Y
(Cade et al., 2005)  Grande- Cohorte de femmes Etude de I'association Consommation de fer Les femmes
Bretagne britanniques &gées de 35 a 69 entre I'apport en fer héminique associée a une ca82y
ans héminique et la surcharge augmentation de 41 % dela homozygotes

C282Y homozygotes (n=31)
C282Y hétérozygotes (n=888)
C282Y wild type (n=5805)
H63D homozygotes (n=167)
H63D hétérozygotes (n=1742)
H63D wild type (n=4846)
C282Y/H63D (n=171)

en fer par régression
linéaire multivariée grace
a un questionnaire
alimentaire

ferritinémie (p<0,001).
Aucune association
significative n’est retrouvée
avec le fer non héminique

ménopausées qui
consomment le
plus de fer
héminique ont les
marqueurs
ferriques les plus
élevés
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Tableau 3 (suite) : Résumé des études publiées sur la relation entre les apports alimentaires, les marqueurs du fer et le géne HFE

Auteurs, année

Pays Population d’étude Méthode Principaux résultats Conclusions
de publication
(Greenwood et al., Grande- Cohorte de femmes Etude de I'association Aprés ajustement, les Les femmes C282Y
2005 Bretagne britanniques agées de 35 a 69 entre I'apport en fer femmes C282Y/C282Y homozygotes ont des
ans héminique et le degré de ont des TF 2,4 fois plus taux de ferritine plus
surcharge en fer par élevés (IC a 95 %=(1,9 ; élevés
régression linéaire 3,1)) et I'effet du fer
multivariée grace a un héminique est 2 fois plus
questionnaire alimentaire  élevé (p=0,006)
(van der A et al., Pays-Bas  Cohorte de femmes agées de Etude du lien entre Les femmes qui Les femmes C282Y
2006) plus de 50 ans (n=1611) I'apport de fer héminique présentaient 'alléle homozygotes ou
C282Y homozygotes (n=5) et la surcharge en fer (SF) C282Y avaient une hétérozygotes
C282Y hétérozygotes (n=146) ferritinémie composites
C282Y wild type (n=1035) significativement plus ménopausées qui
H63D homozygotes (n=23) élevée 115,2 mg/L (IC consomment le plus
H63D hétérozygotes (n=381) 95 %=[ 81,4 ;162,9 de fer héminique ont
C282Y/H63D (n=21) mg/L]) les ferritinémies les
plus élevées
(McCune et al., Grande- Individus apparentés au premier Régression logistique Faible consommation de Une alimentation
Bretagne degré a des personnes C282Y  multivariée.Etude du lien fruits frais : OR (IC a riche en alcool et

2006)

homozygotes avec différents

génotypes ou phénotypes,

identifiés cliniquement ou par

dépistage

entre le génotype, la
surcharge en fer
(CST>50 % et TF>300
pg/L chez les hommes et
200 pg/L chez les
femmes) et les facteurs
environnementaux (moins
de 7 portions de fruits par
semaine, plus de 5 unités
d’alcool par semaine)

95 %) =3,28 (1,05 ; 11,42,
p<0,05)

Consommation excessive
d’alcool : OR=2,30 (1,01 ;
5,31, p<0,05)

pauvre en fruits frais
est un facteur de
risque de surcharge
en fer chez ces
individus
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Tableau 3 (suite) : Résumé des études publiées sur la relation entre les apports alimentaires, les marqueurs du fer et le géne HFE

Auteurs, année

dépistage (n=213)

multivariée. Etude du lien
entre la ferritinémie et des
facteurs environnementaux
dont I'alimentation

sont directement corrélés
a la ferritinémie.

Pays Population d’étude Méthode Principaux résultats Conclusions
de publication
(Allen et al., 2008)  Australie Cohorte de patients C282Y Etude du lien entre Ferritine tendant a étre Aucune association
homozygotes (n=46) consommation d’alcool (> plus élevée chez les significative retrouvée
ou<a 20 g/j), deviande et  consommateurs d’alcool
le degré de surcharge en fer et de viande.
(Milward et al., Australie Cohorte de 2232 personnes Questionnaire alimentaire. Viande rouge et alcool La consommation de
2008) wt/wt : n=1303 Modele de régression associés a des taux plus  fruits frais, hors
C282Y/C282Y ou linéaire multivarié. élevés de ferritine. La agrumes, aurait un
C282Y/H63D n=57 Etude du lien entre consommation de fruits effet protecteur vis-a-
C282Y/wt ou H63D/wt :n=873 I'alimentation et le degré de  frais associée a une vis d’'une surcharge
surcharge en fer en fonction ferritine plus faible chez en fer, quel que soit
du génotype HFE les hommes (p=0,002). le génotype HFE.
(Jacobs et al., Pays-Bas  Cohorte de patients C282Y Régression logistique Surcharge familiale en fer Une consommation
2009) homozygotes (n=224) et leurs  multivariée. Etude du lien sévere : OR=1,04 (1,01 ; riche en viande
735 apparentés au premier entre ferritine ou CST élevé  1,08) affecte la ferritinémie
degré et différents facteurs Age au diagnostic : des apparentés au 1°'
environnementaux (dont OR=1,02 (1,00 ; 1,05) degré de patients
I’alimentation) et génétigues Consommation C282Y homozygotes
(HFE) importante de viande
(>200 g/jour) : OR=1,61
(1,01 ; 2,56)
(Gordeuk et al., Amérique  Cohorte d’individus C282Y Questionnaire alimentaire. Age, sexe et Pas d’effet retrouvé
2012) du Nord homozygotes identifiés par Régression linéaire consommation d’alcool de la consommation

de fer héminique ou
non héminique sur la
ferritinémie
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(3) Autres facteurs non génétiques

Syndrome métabolique et surpoids/obésité

Le syndrome métabolique se caractérise par un ensemble de divers troubles d’origine
glucidique, lipidique ou vasculaire associés a une obésité abdominale. Il est défini par la
présence obligatoire d’'une obésité abdominale associée a au moins deux troubles suivants :
hypertriglycéridémie (21,50 g/L), diminution du HDL cholestérol (<0,40 g/L chez 'homme et
<0,50 g/L chez la femme), une hypertension artérielle systolique (> 130 mmHg), une
hyperglycémie a jeun (> 1 g/L) ou la présence d’un diabéte de type 2 (Alberti et al., 2005).
Les personnes qui présentent un syndrome métabolique ont souvent une hyperferritinémie
associée dont le taux est proportionnel au degré d’insulinorésistance (Deugnier et al., 2009;
Fernandez-Real et al., 1998). Ce syndrome est un diagnostic différentiel d’hyperferritinémie
qui doit étre évoqué en consultation.

Ce syndrome est difficilement pris en compte dans les études du fait du manque
d’informations disponibles pour le caractériser précisément chez les patients. L'utilisation de
I'indice de masse corporelle (IMC) est plus simple et c’est généralement le surpoids et /ou
I'obésité qui sont pris en compte dans les études comme facteur de confusion.

Une étude publiée par Lainé et ses collaborateurs a montré que I'expression biologique du
génotype C282Y/C282Y (définie par un coefficient de saturation de la transferrine > 45 %)
était plus faible chez les femmes en surpoids (Lainé and Deugnier, 2006; Lainé et al., 2005).
Cette étude a été réalisée sur 78 homozygotes C282Y (57 femmes et 21 hommes) repérés
grace a un programme de dépistage a grande échelle mené sur 19 644 sujets francais. Il a
été montré que I'IMC (analysé de maniére continue) est significativement associé a une non
expressivité phénotypique (OR non expressit vs expressi=1,21 [1,02 ; 1,44] ; p=0,03). Autrement dit,
les sujets ayant un coefficient de saturation de la transferrine inférieur a 45 % ont un IMC
plus important. La méme équipe vient récemment de montrer que, chez les patientes C282Y
homozygotes, un IMC supérieur ou égal a 28 kg/m? était indépendamment associé a une
plus faible quantité de fer soustraite par saignées (analyses faites avec un seuil de 6 g de fer
soustraits) (Desgrippes et al., 2013). Ceci a mené les auteurs a conclure que 'IMC est
probablement un facteur de modulation de I'expression phénotypique de I’homozygotie

C282Y, vraisemblablement par une augmentation du taux circulant d’hepcidine.
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Autres facteurs modulateurs

* Les pertes en fer

Les dons de sang réguliers sont susceptibles d’avoir un effet protecteur vis-a-vis de
I'apparition d’'une surcharge en fer. Ces dons constituent des saignées itératives et leur effet
sur la surcharge en fer des patients dépend de la fréquence des dons. On peut supposer
que plus les personnes donnent leur sang régulierement et plus l'effet protecteur est
important.
Les individus peuvent également présentés des pertes chroniques :

- pertes chroniques liées a des saignements gastro-intestinaux, une hématurie
chronique, des infections parasitaires ou autres

- pour les femmes, des pertes liées aux grossesses éventuelles, mais également
liées a leur cycle menstruel. Certaines femmes peuvent présenter des épisodes de
ménorragies, métrorragies et/ou ménométrarragies au cours de leur vie, ce qui provoque des

pertes de sang qui sont parfois non négligeables.

* Les apports en fer

Le degré de surchage en fer des patients atteints d’hémochromatose HFE dépend
également des apports excessifs en fer que les personnes peuvent recevoir. Ces apports
peuvent étre dus a des antécédents de transfusions sanguines ou a une supplémentation en

fer dont la durée et la nature du traitement peuvent varier.

Ces données montrent que tous les facteurs génétiques et non génétiques qui influencent le
degré de surcharge en fer des patients atteints d’hémochromatose HFE ne sont pas encore
identifiés. De plus, les conclusions relatives a l'influence de certains facteurs tels que

alimentation ne sont pas claires.
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Objectifs de la thése

Les pénétrances incomplétes des différents génotypes du géne HFE ont été en partie
expliquées par l'identification de quelques facteurs génétiques et non génétiques. Cependant,
tous les facteurs qui influent sur le degré de surcharge en fer des patients atteints
d’hémochromatose HFE n'ont pas été identifiés a ce jour. Les recherches menées dans
I'unité Inserm UMR 1078 ont pour objectifs de mieux comprendre la variabilité phénotypique
observée dans cette maladie. Les forces de l'unité sont de pouvoir conduire des études
épidémiologiques menées a partir des patients traités au centre de santé brestois de
'E.F.S.-Bretagne et de faire I'analyse de génes impliqués dans le métabolisme du fer.

Cette thése s’inscrit dans ce cadre. L'objectif principal est de mieux comprendre
I’hétérogénéité phénotypique observée dans cette maladie. Ce travail est mené a partir de la
cohorte de patients atteints d’hémochromatose HFE qui ont été pris en charge dans un
protocole de saignées au centre de santé brestois de I'E.F.S.-Bretagne entre le 1* janvier
2004 et le 31 décembre 2011.

La premiére partie de la these concernera I'étude de l'influence du génotype C282Y/H63D
dans la survenue d’une surcharge en fer et appréciera plus particulierement le poids de
facteurs non génétiques (tels que le sexe, la consommation d’alcool, le surpoids ou I'age)
chez ces patients, par rapport aux patients C282Y/C282Y.

Les deux autres parties consisteront a étudier l'influence de facteurs non génétiques sur
I'expression phénotypique des patients porteurs du génotype majoritaire du géne HFE.

Nous étudierons tout d’abord le lien entre le nombre de grossesses et le niveau de
surcharge en fer des patientes C282Y homozygotes. Enfin la derniére partie concernera
I'étude de l'influence de I'alimentation sur le degré de surcharge en fer des patients C282Y

homozygotes.
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Matériel et méthode

A. Population et méthode

1. Schéma d’étude

Nos travaux s’appuient sur une étude de cohorte prospective coordonnée par l'unité Inserm
U1078 de Brest, qui a recensé de maniére prospective les patients intégrés en protocole de
saignées entre le 1% janvier 2004 et le 31 décembre 2011 au sein du centre de santé
brestois de 'EFS — Bretagne (site de Brest et antenne de Morlaix). Cette cohorte représente
plus de 1000 patients.

Les patients ont été inclus dans I'étude des leur entrée en protocole de saignées et ont été

suivis pendant les traitements d’attaque et d’entretien.

Le protocole d’étude a été approuvé par le comité d’éthique du CHRU de Brest en date du
15 décembre 20083.

2. Population d’étude

Nos travaux reposent plus spécifiquement sur les patients homozygotes C282Y ou
hétérozygotes composites C282Y/H63D issus de cette cohorte.

Les patients ont été adressés par des médecins généralistes ou des gastroentérologues
hospitaliers et libéraux suite a la découverte de marqueurs sériques du fer (coefficient de

saturation de la transferrine, ferritinémie) anormalement élevés.
Pour étre inclus, les patients devaient donc présenter les critéres suivants :

- étre inclus en protocole de saignées entre le 1° janvier 2004 et le 31 décembre 2011
dans le centre de santé brestois de 'EFS-Bretagne

- présenter le génotype C282Y/C282Y ou C282Y/H63D

- avoir un coefficient de saturation de transferrine supérieur a 45 %

- avoir un taux de ferritine supérieur a 300 pg/L pour les hommes et supérieur a 200
Mg/L pour les femmes

- avoir donné leur consentement éclairé de participation a I’étude.
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3. Recueil des données

a) Outil de recueil

Un questionnaire était renseigné par un médecin référent de I'EFS pour chaque nouveau

patient lors de son inclusion en protocole de saignées. Ce questionnaire servait également

de dossier médical et I'exemplaire original était par conséquent conservé dans le dossier du

patient.

Le questionnaire utilisé a permis de recueillir les données suivantes :

les caractéristiues socio-démographiques des patients (année de naissance, sexe, age

au diagnostic, ...),

leurs habitudes de vie et différents facteurs environnementaux (poids, taille,

consommation d’alcool, dons réguliers de sang, ...),

des parametres biologiques. Un bilan sanguin était systématiquement réalisé a I'entrée

en protocole de saignées. Ce bilan comprenait un bilan martial (le taux de ferritine
(ng/mL), le coefficient de saturation de la transferrine (%), le fer sérique (umol/L), un
bilan hépatique (enzymes hépatiques, marqueurs des hépatites B et C) et un bilan
inflammatoire (protéine C-réactive (mg/L), volume globulaire moyen (u%). L’existence
d’un trouble métabolique tel qu’une hypercholestérolémie ou une hypertriglycéridémie ont
€galement été recherchés de fagon systématique.

les signes clinigues associés au moment du diagnostic : asthénie, mélanodermie,

cardiopathie, hypertension artérielle, hépatomégalie, arthropaties, diabéte de type 1 ou 2,
hypogonadisme, cirrhose,...

les variations du géne HFE (variants C282Y et H63D) était également renseignées.

des données alimentaires. Le questionnaire comportait également un questionnaire

alimentaire succinct qui a été mis au point avec l'aide d’un diététicien. Il a permis
d’estimer les habitudes alimentaires des patients concernant la consommation d’aliments
riches en fer. Le questionnaire a également recueilli la consommation de substances

susceptibles de modifier I'absorption du fer (thé, vitamine C).

La quantité de fer soustraite par saignées, un des paramétres permettant d’apprécier le

degré de surcharge en fer, a été calculée a posteriori grace au nombre et au volume moyen

de saignées itératives effectuées pour atteindre une quantité de ferritine sérique inférieure a

100 pg/L. Ces données étaient retranscrites dans le questionnaire dés lors que la phase de

désaturation était atteinte.
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b) Codage, saisie et controle qualité des données

Deés que le patient était parvenu au stade de désaturation, une copie du questionnaire était
adressée a l'assistante de recherche clinique en charge du programme de recherche pour
saisie.

Les données ont été saisies dans une base de données développée sur le logiciel Epilnfo™
V.6.04. Un masque de saisie et un thesaurus ont été créés afin de limiter les erreurs de

saisie.

B. Variables

1.  Variables a expliquer

L’objectif est d’évaluer I'impact de différents facteurs génétiques et environnementaux sur le
degré de surcharge en fer des patients, qui est apprécié par la concentration de la ferritine et
la quantité de fer soustraite.

Deux variables dépendantes ont donc été étudiées : la concentration de la ferritine (exprimée
en pg/L) et la quantité de fer soustraite (exprimée en g). Ces deux variables sont

quantitatives.

= Concentration de ferritine (ug/L)
La concentration de ferritine ne nécessite pas de calcul particulier puisque ce parameétre est
renseigné directement dans le questionnaire. Elle est mesurée lors du bilan sanguin réalisé a

I'entrée dans le protocole de saignées.

= Quantité de fer soustraite (g)
La quantité de fer soustraite dans le sang n’est pas une valeur directement renseignée dans
le questionnaire, il a donc fallu la calculer. Pour cela, nous avons créé une variable
permettant de calculer, pour chaque sujet arrivé a désaturation (ferritinémie inférieure a 100
yg/L), la quantité de fer qui leur a été soustraite jusqu’au moment de la désaturation. Cette
variable dépend du nombre et du volume moyen des phlébotomies réalisées. Sachant qu’un
litre de sang contient I'’équivalent de 0,5g de fer (Haskins et al., 1952), elle est calculée de la

maniere suivante :

(Nombre de saignées x volume moyen des saignées (ml))
2000

Quantité de fer soustraite (g) =
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2. Variables explicatives principales

Au vue des objectifs de la thése, les variables explicatives principales sont au nombre de

trois.

e Le génotype HFE

Le génotype HFE (génotype C282Y/C282Y vs C282Y/H63D) est la premiere variable
indépendante principale dont I'effet sur le degré de surcharge en fer des patients a été étudié.
Cette donnée était parfois disponible lors de la prise en charge des patients par le site
brestois de 'EFS (génotypage réalisé par un laboratoire extérieur). Le génotypage a été
pratiqué dans le laboratoire de Brest (laboratoire de 'EFS puis laboratoire du CHRU de
Brest) lorsque celui-ci n’avait pas encore été réalisé.

Les variants C282Y et H63D ont été génotypés par discrimination alléligue avec sonde

TagMan® d’hydrolyse exonucléasique.

e Les grossesses

Le nombre de grossesses constituent la seconde variable explicative principale d’intérét. Le
nombre de grossesses déclarées avant I'entrée en protocole de saignées était renseigné
dans le questionnaire. Nous avons réalisé trois classes en fonction du nombre de

grossesses : 0, [1; 2] et 23, I'objectif étant de détecter un éventuel effet-dose.

¢ L’alimentation

La troisieme variable explicative principale est I'alimentation riche en fer. L’influence de
lalimentation a été étudiée grace aux données du questionnaire alimentaire. Les personnes
ont déclaré le nombre de repas par semaine au cours desquels elles consommaient :

- des coquillages,

- des abats, de la viande rouge et des ceufs,

- des fruits secs et oléagineux ainsi que des légumes secs.
Nous avons d( créer un score pour résumer la consommation d’aliments riches en fer. Nous

avons attribué des points en fonction du nombre de repas déclarés consommés par semaine
(tableau 4).

77



Matériel et méthode

Tableau 4: Points attribués aux aliments selon la fréquence de consommation

Aliments Nombre de repas/semaine Nombre de points attribués
Coquillages 0 0
1-3 1
>3 2
Abats, viandes rouges et 0 0
oeufs
1-5 1
>5 2
Fruits secs et oléagineux, 0 0
légumes secs
1-3 1
>3 2

Les scores obtenus pour chaque patient ont permis de classer les patients en deux groupes

dont la consommation hebdomadaire d’aliments riches en fer différait. Les patients dont le

score était supérieur ou égal a 2 étaient considérés comme ayant une alimentation plus riche

en fer que l'autre groupe. Cette variable explicative qualitative a été utilisée pour étudier

I'influence de I'alimentation sur la surcharge en fer des patients.

3. Autres variables explicatives

Les autres variables qui ont été prises en compte dans les différentes études étaient les

suivantes :

* Le sexe des patients

C’est un facteur essentiel a prendre en compte puisqu’il est démontré que les marqueurs

sériques du fer sont différents chez les hommes et les femmes et que la maladie survient

plus tardivement chez les femmes.

e |’age au diagnostic

Le degré de surcharge en fer des patients augmente avec le temps, ce parametre doit

impérativement étre pris en compte au moment de I'analyse. L’dge au moment du

diagnostic a été transformé en variable qualitative. Nous avons réalisé des classes d’age

de 10 ans ou utilisé un age seuil en fonction des études.
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¢ La consommation excessive d’alcool

Le nombre déclaré de verres d’alcool pris par jour a permis de classer cette
consommation en excessive ou pas, en se basant sur les criteres de 'OMS : une
consommation d’alcool est considérée comme excessive lorsqu’elle dépasse 21 verres
par semaine pour un homme (soit 3 verres par jour) et 14 verres par semaine pour une

femme (soit 2 verres par jour).

¢ La consommation réquliere de thé

Les patients étaient également interrogés sur leur consommation réguliere de thé
(oui/non). Les acides tanniques qu’il contient inhibent I'absorption intestinale de fer et

peut avoir un effet protecteur vis-a-vis de la surcharge en fer.

¢ La consommation réquliere de vitamine C

Les patients devaient déclarer s’ils avaient un apport régulier de vitamine C par la
consommation de fruits frais ou la prise de médicaments (oui/non). La vitamine C

favoriserait I'absorption intestinale de fer.

* Le surpoids
La variable surpoids n’était pas directement renseignée dans le questionnaire, mais le

poids et la taille de chaque patient étaient mesurés lors de la consultation. Il a donc été
possible de calculer I'indice de masse corporelle (IMC, exprimé en kg/m?2) avec la formule
suivante :

Poids (Kg)
" Taille? (Cm)
Les patients ont ensuite été catégorisés selon les classes d'IMC (< 25, [25; 30] ou = 30

IMC

kg/m2). Cette classification permet d’identifier les patients en surpoids ayant un IMC
supérieur ou égal a 25 kg/m? et les patients obéses dont 'IMC est supérieur ou égal a 30

kg/m?2.

¢ Les dons réguliers de sang

Les patients étaient interrogés pour savoir s’ils étaient donneurs réguliers de sang ou pas
(oui/non) avant l'entrée en protocole de saignées. Les dons de sang réguliers ont
potentiellement tendance a protéger de la maladie.
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e Les pertes chroniques de sang

Les patients étaient interrogés sur la présence (oui/non) des pertes physiologiques suivantes
avant I'entrée en protocole de saignées : pertes chroniques liées a des saignements gastro-
intestinaux, a une hématurie chronique ou a une infection parasitaire. Ces pertes de sang

sont susceptibles d’avoir un effet protecteur vis-a-vis d’une surcharge en fer.

¢ Contraception et ménopause

Les femmes ont été interrogées sur la prise éventuelle d’'une contraception (oui/non) et son
type (cestrogene, stérilet) au moment du diagnostic. Elles devaient également préciser si
elles étaient ou non ménauposée (oui/non) au moment de I'entrée en protocole de saignées
et préciser, le cas échéant, 'dage de la ménopause. La prise d’'un traitement hormonal

substitutif a été renseignée chez les femmes concernées (oui/non).

e Les apports excessifs en fer

Les patients ont été interrogés sur leurs antécédents de transfusions sanguines (oui/non) et
leur nombre le cas échéant. En cas de supplémentation en fer (oui/non), la durée et la nature

du traitement ont été notés.

C. Analyses statistiques

L’extraction et la vérification de la qualité des données ont été effectuées a I'aide du logiciel
Epilnfo™ (version 6.04). Les analyses statistiques ont été menées grace aux logiciels SAS,
(version 9.02 ; SAS Institute Inc, Cary, NC) et R (version 2.12.1).

Tous les tests étaient bilatéraux avec un risque de premiére espéce alpha fixé a 5 %.

1. Etude descriptive

Toutes les études ont débuté par une description de la population d’étude. Les variables
qualitatives ont été décrites en pourcentage de l'effectif global et les comparaisons menées
entre les différents groupes ont été réalisées a l'aide d’un test du Chi2 lorsque les effectifs
étaient suffisants ou par un test exact de Fisher si tel n’était pas le cas (effectifs théoriques

inférieurs a 5).

La normalité des différentes variables quantitatives a été testée. Nous avons utilisé la

moyenne et I'écart type pour les décrire lorsque leurs distributions étaient normales, puis les
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comparaisons ont été faites par le test de Student ou des ANOVA. Lorsque la normalité
n’était pas respectée, nous avons utilisé les médianes et les quartiles (ou l'espace
interquartile [Q1 ; Q3]) pour en faire la description. Dans ce cas, les comparaisons ont été
réalisées par un test non paramétrique de Mann-Whitney-Wilcoxon.

2. Etude analytique

a) Analyse univariée

Dans un premier temps, nous avons, pour chaque variable explicative d’intérét, réalisé des
modeles de régression linéaire simple afin de tester leur association avec les variables a
expliquer (ferritinémie et quantité de fer soustraite). Ce type de modéle est adapté aux
variables quantitatives continues telles que la ferritinémie et la quantité de fer soustraite.

Les distributions des variables quantitatives modélisées ont été représentées et leur
normalité vérifiée par un test de Shapiro-Wilk. Les distributions n’étant pas normale, la
méthode Box & Cox a été employée afin de choisir la transformation « normalisante » a
effectuer (Box and Cox, 1964). Nous avons du effectuer une transformation logarithmique
des variables concernées afin de normaliser leur distribution.

Avec une transformation logarithmique (In) de la variable a expliquer, les coefficients de
régression (B) estimés par le modéle linéaire indiquent la variation moyenne observée dans
le logarithme des variables d’intérét pour chaque incrémentation d’une unité des variables
explicatives. Cette interprétation étant moins évidente, il est classique de déterminer
I'exponentiel des coefficients de régression estimés (exp(B)), qui indiquent de combien de
fois la variable varie (augmente ou diminue) pour chaque augmentation d’'une unité de la
variable explicative. A titre d’exemple, si I'exponentiel du coefficient estimé associé a une
variable explicative (codée 0/1) vaut 1,5, cela signifie que la concentration moyenne de la
ferritine (ou la quantité de fer soustraite) est 1,5 fois plus élevée chez les patients qui sont

codés 1 par rapport a ceux qui sont codés 0.

Dans un second temps, afin d’identifier les facteurs de confusion potentiels et de
sélectionner les variables a intégrer dans le modéle multivarié, nous avons, toujours a l'aide
de modeéles de régression linéaire simples, étudié les relations brutes entre les différentes
covariables et chacune des variables a expliquer puis nous avons testé I'association entre

chacune des covariables et les variables explicatives principales.
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b) Analyse multivariée

Cette analyse a permis d’ajuster la relation entre les variables explicatives principales
(génotype HFE, nombre de grossesses et alimentation riche en fer) et les variables a
expliquer (ferritinémie et quantité de fer soustraite) sur les facteurs de confusion potentiels.
Nous avons intégré dans le modeéle multivarié toutes les variables significatives (au seuil de
5 %) et toutes les variables associées au seuil conservateur de 20 % lors de l'analyse
univariée. De plus, certaines variables qui ne remplissaient pas ce critére mais qui étaient
connues dans la littérature pour étre associées aux variables a expliquer ont tout de méme

été intégrées au modéle multivarié (variables forcées).

c) Vérification des hypothéses et adéquation des modéles

Les hypotheses de validité des modeles de régression linéaire ont été vérifiées. Pour cela,
une analyse détaillée des résidus des modéles a été réalisée. Les hypothéses de validité ont

été vérifiées de la maniére suivante :

- Normalité : représentation de I'histogramme des résidus du modeéle et application du
test de Shapiro-Wilk afin de vérifier la distribution normale des résidus.
- Homoscédasticité : réalisation et analyse du nuage de points entre les résidus et les

valeurs prédites par le modele, ce nuage de points ne devant pas représenter une
forme particuliere, une tendance. Le test de White a été appliqué afin de ne pas
rejeter I’hypothése d’homoscédasticité des résidus.

- Non corrélation des résidus : vérification de la non corrélation (ou indépendance) des

erreurs en rejetant ’hypothése d’autocorrélation des résidus grace au test de Dusbin-
Watson
- Linéarité : réalisation du nuage de points entre la variable a expliquer (log

transformée) et la variable explicative, qui doit suggérer une relation linéaire
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A. Etude de I'importance des facteurs non génétiques chez les
patients C282Y/H63D traités par phlébotomies

Le variant H63D est majoritairement identifié chez les patients non C282Y homozygotes,
cependant I'association de ce génotype composite (C282Y/H63D) avec la pathologie est
encore trés discutée. En effet, ce génotype s’accompagne d’une surcharge en fer plus
modérée, le plus souvent marquée par une hyperferritinémie d’origine multifactorielle. La
découverte d’'un génotype composite C282Y/H63D reste difficle a interpréter pour les

cliniciens.

Obijectif
L’'objectif de cette étude était de dresser le profil des individus C282Y/H63D traités par
phlébotomies et d’évaluer linfluence des facteurs de comorbidité sur I'expression

phénotypique de ces malades, en comparaison avec les patients C282Y homozygotes.

Matériel et méthode

* Population d’étude

La population d’étude est issue de la cohorte de patients inclus dans un programme de
phlébotomies dans le centre de santé brestois de I'Etablissement Frangais du Sang (EFS) de
Bretagne entre le 1* janvier 2004 et le 31 décembre 2007. La recherche systématique du
variant H63D n’était plus faite aprés cette date.

Nous nous sommes focalisés sur les patients porteurs des génotypes C282Y/C282Y ou
C282Y/H63D, soit respectivement 172 et 58 patients.

¢ Données recueillies

L’étude s’est appuyée sur les données colligées via le questionnaire clinique complété par
les médecins référents a I'entrée dans le protocole de saignées.

* Analyses statistiques

Nous avons dans un premier temps décrit les caractéristiques sociodémographiques des

patients inclus dans I'étude.
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Puis, nous avons évalué I'impact du génotype C282Y/H63D en trois étapes :

- nous avons tout d’abord déterminé la prévalence des génotypes C282Y/H63D et
C282Y/C282Y au sein de notre population d’étude, c'est-a-dire parmi les patients traités par
phlébotomies. Nous avons comparé ces taux a ceux observés dans la population générale

en nous appuyant sur un échantillon de 797 donneurs de sang du Finistére.

- nous avons ensuite comparé la nature et la sévérité de la surcharge en fer en fonction du
génotype des patients (C28Y/C282Y vs C282Y/H63D). Les paramétres biologiques utilisés
pour cette comparaison étaient le coefficient de saturation de la transferrine, la ferritinémie et
la quantité de fer soustraite. Nous avons réalisé un modéle de régression linéaire afin
d’évaluer l'influence du génotype sur le degré de surcharge en fer des patients. Nous avons
logtransformé (log10) les variables dépendantes modélisées (la ferritinémie et la quantité de
fer soustraite) afin de normaliser leur distribution.

Aprés avoir effectué des analyses univariées, nous avons réalisé un modéle de régression
linéaire multivarié afin d’ajuster les relations sur les facteurs de confusion potentiels que sont
'age au diagnostic, la consommation d’alcool ou le surpoids. Les interactions entre les

variables du modéle ont été testées deux a deux.

- enfin, nous avons Vérifié si les patients qui possédent le génotype C282Y/H63D
présentaient plus couramment des facteurs de comorbidité connus pour engendrer une
hyperferritinémie tels que I'abus d’alcool ou le surpoids. Nous avons ensuite comparé la
fréequence de ces facteurs dans les deux groupes de génotypiques (C282Y/C282Y et
C282Y/H63D).

Résultats-Conclusion

Cette étude a permis de montrer que le génotype C282Y/H63D est beaucoup moins fréquent
parmi les patients traités par phlébotomies. Ce génotype hétérozygote composite est trois
fois moins fréquent que le génotype C282Y homozygote chez les patients inclus en
protocole de saignées (18,9 % vs 56,0 %) alors que dans la population générale, il est 4,9
fois plus fréquent que le génotype C282Y/C282Y (4,3 % vs 0,9 %, p<0,0001).

Bien que les niveaux d’hyperferritinémie soient comparables entre les deux groupes, les
patients hétérozygotes composites C282Y/H63D qui sont pris en charge en protocole de
saignées présentent une surcharge en fer moins importante que les patients C282Y
homozygotes. Ceci se traduit par un coefficient de saturation de la transferrine médian moins
élevé (52,0 % vs 84,0 % ; p<0,0001). De plus la quantité de fer soustraite pour atteindre la
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désaturation est moins importante chez les patients hétérozygotes composites (2,1 g vs 3,4
g ; p<0,0001).

La fréquence des facteurs de comorbidité est également plus importante chez les patients
C282Y/H63D. Ainsi, parmi ces patients, on note 26,0 % de consommateurs excessifs
d’alcool (contre 13,9 % chez les C282Y homozygotes, p=0,0454) et 66,7 % de patients en
surpoids (contre 39,4 % dans l'autre groupe, p=0,0005). Au total, 21,3 % des patients
hétérozygotes composites présentent les deux facteurs associés contre seulement 2,6 %

chez les homozygotes (p<0,0001).

En conclusion, cette étude a confirmé que H63D doit étre considéré comme un discret
facteur génétique de susceptibilité dont I'expression phénotypique est liée a I'association
d’autres facteurs non génétiques tels que le surpoids ou une consommation excessive
d’alcool. Ces résultats confirment la nécessité de rechercher les facteurs non génétiques de
comorbidité lors de ces situations diagnostiques et d’assurer un conseil hygiéno-diététique

chez ces patients.
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Résumé. Caractérisée par une surcharge en fer des cellules parenchymateuses, I'hémo-
chromatose de type | est une maladie génétique complexe particulierement fréquente
dans les populations d'Europe du Nord. Elle est principalement associée au génotype
C282Y/C282Y du géne HFE. Un second génotype — C282Y/H63D — a majoritairement été
décrit chez les patients non C282Y homozygotes, mais l'association de ce génotype
composite avec la pathologie demeure encore trés discutée. L'objectif de cette étude était
de déterminer le poids du génotype C282Y/H63D chez les patients traités par saignées dans
un centre de santé de I'Etablissement francais du sang (site de Brest). Parmi les 326 patients
pris en charge sur la période 2004-2007, 172 étaient C282Y/C282Y et 59 C282Y/H63D. Le
groupe de patients C282Y/H63D comportait une proportion plus élevée d'hommes (71,2
versus 55,8 %, p = 0,0377) et présentait un age moyen au diagnostic plus tardif (56,9 ans vs
49,2 ans, p < 0,0001) comparativement aux patients C282Y/C282Y. Le génotype C282Y/H63D
était égalementassocié a un degré de surcharge en fer plus modéré, ce qui se traduisait par
un coefficient de saturation de la transferrine inférieur (52,0 versus 84,0 %, p <0,0001) et
une quantité de fer soustrait moindre (2,1 versus 3,6 g, p <0,0001), ce pour des concen-
trations de ferritine similaires. Les facteurs d'environnement étaient aussi significativement
plus fréquents chez les patients C282Y/H63D (consommation excessive d'alcool : 27,5
versus 13,9 %, p = 0,0252 ; surpoids : 67,3 versus 39,4 %, p = 0,0003). Par ailleurs, si I'impact
du génotype C282Y/H63D était comparable a celui du génotype C282Y/C282Y, nous aurions
da 'observer 14 fois plus dans notre population d'étude (OR = 0,07 [0,03-0,18], p < 0,0001.
Cette étude confirme le poids tres relatif du génotype C282Y/H63D dans la survenue d'une
surcharge en fer et le role prépondérant des facteurs de comorbidité.

Mots clés : facteurs déclenchants ; génotype ; hémochromatose ; surcharge en fer.

Abstract

Type I haemochromatosis: What about the C282Y/H63D genotype?
Characterised by an iron overload, type | haemochromatosis (classic haemochromatosis) is
a complex genetic disease particularly frequent in northern European populations. It is
principally associated with the C282Y/C282Y genotype of the HFE gene. A second genotype
— C282Y/H63D — has mostly been described in patients not homozygous for C282Y, but the
association of this composite genotype with the disease is highly debated. The objective of
this study was to determine the weight of this genotype in patients treated by phlebotomy in
a French Blood Agency health centre in Brest. Of 326 patients treated from 2004 through
2007, 172 were C282Y/C282Y and 59 C282Y/H63D. The C282Y/H63D group included a higher
proportion of men (71.2 versus 55.8%, p = 0.0377) and was diagnosed later (56.9 versus
49.2 years, p < 0.0007) than the C282Y/C282Y patients. The C282Y/H63D genotype was also
associated with a milder degree of iron overload, translated by a lower median transferrin
saturation coefficient (52.0 versus 84.0%, p < 0.0007) and a smaller median amount of iron
removed (2.1 versus 3.6 g, p<0.0007), despite median serum ferritin were similar.
Environmental factors were also significantly more frequent in C282Y/H63D patients
(excessive alcohol consumption: 27.5 versus 13.9%, p = 0.0252; overweight: 67.3 versus
39.4%, p = 0.0003). Moreover, if the impact of the C282Y/H63D genotype was comparable to
that of the C282Y/C282Y genotype, we should have observed it 14 times more frequently in
our study population (OR = 0.07 [0.03-0.18], p < 0.0001). This study confirms the very relative
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Hémochromatose de type | : quid du génotype C282Y/H63D ?

weight of the C282Y/H63D genotype in the occurrence of iron overload and the
predominant role of comorbid factors.

Key words: genotype; hemochromatosis; iron overload; precipitating factors.

aractérisée par une surcharge en fer dans

I'organisme, I'hémochromatose de type | est la
maladie autosomique récessive la plus répandue dans les
populations caucasiennes, avec une prévalence de l'ordre
de trois sur mille [1, 2]. Cette maladie se caractérise par une
absorption excessive du fer au niveau de I'intestin et une
libération accrue du fer recyclé par les macrophages, ayant
pour conséquence l'accumulation progressive de ce fer
dans différents tissus parenchymateux de l|'organisme
(notamment le foie, le pancréas et le coeur) et, a terme,
I'altération de la structure et de la fonction de ces organes.

L'histoire naturelle de la maladie comporte trois

phases qui se déclinent en cinq stades (figure 1) :
— une phase de latence (stade 0) ;
- une phase d'expression biologique, qui débute rare-
ment avant I'dge de 20 ans. A ce stade, les premiers
stigmates de I'exces de fer dans I'organisme apparaissent et
se traduisent par une augmentation du coefficient de
saturation de la transferrine (témoignant d'une surcharge
plasmatique ; stade 1), puis de la concentration de la
ferritine sérique (témoignant d'une surcharge tissulaire ;
stade 2) ;
— une phase d'expression clinique, qui se manifeste par
des symptomes non spécifiques survenant généralement
vers |'age de 40 ans chez les hommes et de 50 ans chez
les femmes. La maladie va tout d'abord associer des

signes altérant la qualité de vie des patients (stade 3) :
asthénie, douleurs ostéo-articulaires, hépatomégalie,
mélanodermie, atteinte cardiaque, ... A un stade plus
avancé (stade 4), elle va évoluer vers des atteintes pouvant
compromettre le pronostic vital (diabete, cirrhose,
hépatocarcinome. . .).

L'hémochromatose de type | est I'une des seules
maladies génétiques a bénéficier d'un traitement simple,
peu onéreux et efficace des lors qu'il est mis en place
précocement. Le traitement repose sur des saignées
itératives et comporte deux phases : une phase d'attaque
(visant a normaliser la quantité de fer dans I'organisme) et
une phase d'entretien (visant a éviter la réaccumulation
de fer). Une prise en charge précoce permet de prévenir
le développement de complications irréversibles et
assure aux patients une espérance de vie similaire a celle
de la population générale [1, 2].

Du point de vue génétique, I'hémochromatose de
type 1 se transmet sur le mode autosomal récessif. Le géne
responsable, le gene HFE, a été identifié en 1996 sur le
chromosome 6 [4]. Il comporte une mutation majoritaire
— C282Y (p.[Cys282Tyr]) - qui est présente a ['état
homozygote chez 80 a 90 % des patients originaires du
Nord de I'Europe. Cette mutation, dont I'implication a été
confirmée par des tests fonctionnels, constitue aujourd'-
hui le critere diagnostique principal de la maladie.

Surveillance : Saignées
Surcharge I Surcharge Pronostic
plasmatique tissulaire vital
= I Qualité Qualité
ﬂ de vie de vie
1 Ferritine 1 Ferritine 1 Ferritine
Coef. sat. Coef. sat. Coef. sat. Coef. sat.
transferrine transferrine transferrine transferrine
—
>
0 1 | 2 3 4
Latence Expression biologique Expression clinique

Figure 1. Schéma représentant les différents stades de I'hémochromatose (d'apres [3]).

Figure 1. The different stages of hemochromatosis (modified from [3]).
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Les connaissances acquises sur cette pathologie ont
considérablement progressé depuis ladécouverte du géne
HFE [2]. D'autres formes d'hémochromatoses, associées a
des ages de survenue et a des modes de transmission
différents, ont été identifiées (type 2A, 2B, 3 et 4 liées
respectivementaux genes HJV, HAMP, TFR2 et SLC40A1). Le
réle de I'hepcidine, hormone clé de la régulation de
I'homéostasie du fer, a également été mis en évidence. Il a,
par ailleurs, été démontré que le génotype C282Y/C282Y
présentait une pénétrance incompléte et une expressivité
variable, modulée par des facteurs génétiques (genes
modificateurs) et environnementaux [5-7].

Parmi les facteurs d'environnement, certains contri-
buent a accroitre le stock de fer dans l|'organisme
(alimentation riche en fer, supplémentation en fer,
consommation excessive d'alcool. . .), tandis que d'autres
visent a réduire la surcharge en fer (dons réguliers de
sang, pertes de sang physiologiques [grossesses, mens-
truations] ou chroniques). Il semblerait par ailleurs que la
vitamine C favorise l'absorption du fer provenant de
I'alimentation tandis que les taninsauraient un effetinverse
[5-7].

A coté de la mutation majoritaire C282Y, on retrouve
également la variation H63D (p.[His63Asp]), mais I'asso-
ciation du génotype C282Y/H63D avec la pathologie
reste encore trés discutée aujourd'hui [8-10]. En effet,
ce génotype est associé a une surcharge en fer plus
modérée, le plus souvent marquée par une hyperferri-
tinémie d'origine multifactorielle (compliquée par des
facteurs secondaires : syndrome métabolique, consom-
mation excessive d'alcool, syndrome inflammatoire,
cytolyse) [11]. L'objectif de cette étude était donc de
déterminer le poids du génotype C282Y/H63D dans la
survenue d'une surcharge en fer chez les patients admis
en protocole de saignées itératives et d'apprécier le role
des différents facteurs d'environnement.

Population d'étude et méthode

Cette étude incluait les patients intégrés en protocole
de saignées au sein de I'Etablissement de transfusion
sanguine de Brestentre le 1°" janvier 2004 etle 31 décembre
2007. Notre attention s'est focalisée sur les patients
porteurs des génotypes C282Y/C282Y et C282Y/H63D.

L'étude s'est appuyée sur les données colligées via
un questionnaire clinique complété par les médecins
référents a I'entrée dans le protocole de saignées. Ce
questionnaire renseigne sur des caractéristiques socio-
démographiques (sexe, age au diagnostic...), des habi-
tudes de vie, des facteurs d'environnement (poids, taille,
consommation d'alcool...), des parametres biologiques
et des signes cliniques associés au moment du diagnostic,
ainsi que sur la quantité de fer soustrait par saignées
itératives (en grammes) pour atteindre une quantité de
ferritine sérique inférieure a 100 pg/L.
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L'analyse statistique a consisté a comparer le profil des
patients C282Y/C282Y et C282Y/H63D en termes de degré
de surcharge en fer et de fréquence de facteurs
environnementaux. La consommation d'alcool a été jugée
excessive des lors que la consommation journaliere
dépassait trois verres chez les hommes et deux verres
chez les femmes (valeurs seuils définies par I'Organisation
mondiale de la santé [OMS]). Le surpoids correspondait
a un indice de masse corporelle (IMC)>25kg/m” et
I'obésité a un IMC > 30 kg/m” Nous avons appliqué des
modeéles de régression linéaire pour étudier I'influence
du génotype sur le degré de surcharge en fer (avec
transformation logarithmique des variables d'intéreét).

Enfin, nous avons comparé la prévalence des géno-
types C282Y/H63D chez les patients inclus en protocole
de saignées a celle observée dans la population générale
(a partir d'un échantillon de 797 donneurs de sang de
notre région).

Résultats

L'étude incluait 172 patients C282Y/C282Y et59 patients
C282Y/H63D.

Le groupe de patients C282Y/H63D présentait une
proportion d'hommes plus élevée (71,2 versus 56,4 %,
p =0,0452) et un age moyen au diagnostic plus tardif (56,9
versus 49,2 ans, p <0,0001).

Le génotype C282Y/H63D était également clairement
associé a un degré de surcharge en fer plus modéré
(tableau 1), ce qui se traduisait par un coefficient de
saturation de la transferrine médian inférieur (52,0 versus
84,0 %, p < 0,0001) et, une quantité de fer soustrait moindre
(2,1 versus 3,6 g, p <0,0001). En accord avec ces données, il
importe de noter qu'un coefficient de saturation de la
transferrine égal ou supérieur a 80 % était observé chez
une trés faible proportion de patients C282Y/H63D (3,8
versus 58,0 %, p <0,0001). Le role plus modeste de ce
génotype sur le degré de surcharge en fer était confirmé
par I'analyse de régression linéaire multivariée. Ainsi, apres
ajustement sur le sexe, I'age au diagnostic et la consomma-
tion d'alcool, le coefficient de saturation de la transferrine
apparaissait 1,6 fois moins élevé chez les patients C282Y/
H63D (10b = 0,64, 1C95 % : [0,58-0,71], p < 0,0001), et la
quantité de fer soustraite 1,3 fois moins élevée (10b = 0,78,
IC95 % : [0,71-0,85], p < 0,0001). La différence observée au
niveau du degré de surcharge en fer contrastait avec la
différence moins marquée au niveau de la ferritinémie
(médiane : 525,0 versus 692,0 ug/L, p = 0,0838).

Enfin, les facteurs d'environnement étaient également
significativement plus fréquents chez les patients C282Y/
H63D. Ainsi, une consommation excessive d'alcool était
déclarée par 27,5 % de ces patients vs 13,9 % des patients
C282Y/C282Y (p = 0,0252). Une surcharge pondérale était
observée respectivement chez 67,3 versus 39,4 % des
patients (p =0,0003) et des résultats similaires étaient
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Tableau 1. Valeurs médianes du coefficient de saturation de la transferrine, de la quantité de fer soustraite et de la

concentration de la ferritine selon le génotype.

Table 1. Median values of the transferrin saturation coefficient, of the amount of iron removed, and of the serum

ferritin concentration according to genotype.

C282Y/C282Y C282Y/H63D

médiane [Q1 ; Q3] médiane [Q1 ; Q3] pvalue

Coefficient de saturation de la transferrine (%) (28 vm) 84,0 [67,0 ; 92,0] 52,0 [40,0 ; 60,0] <0,000 1
Hommes 87,5 [75,7 ; 94,3] 57,0 [45,5 ; 68,3] <0,000 1
Femmes 73,5 [64,3 ; 88,71 42,0 [37,0 ; 51,0] <0,000 1
Quantité de fer soustraite (g) (6 vm) 3,6 [1,8;5,7] 2,1[1,2;2,7] <0,000 1
Hommes 52 (3,2 ; 7,0] 2,4 1,7 ; 2,9] <0,000 1
Femmes 2,11[1,5; 3,4] 1,4 (1,0 ; 2,6] 0,059 5
Ferritine (ng/mL) (0 vm) 692,0 [392,8 ; 1264,0] 525,0 [409,5 ; 927,0] 0,081 8
Hommes 927,0 [649,0 ; 1 700,0] 639,5 [440,5 ; 1044,0] 0,001 0
Femmes 414,0 [273,5 ; 700,0] 422,0 [300,0 ; 665,0] 0,764 5

observés pour |'obésité (21,8 versus 10,6 %, p = 0,0361). Au
total, pres de trois quarts des patients C282Y/H63D
présentaientau moins un de ces facteurs d'environnement
(72,9 versus 49,4 %, p <0,0001). En termes de fréquences,
nous avons constaté que le génotype C282Y/H63D était 4,9
fois plus fréquent que le génotype C282Y/C282Y dans la
population finistérienne (4,3 versus 0,9 %). En revanche, il
était 2,9 fois moins fréquent chez les patients admis en
protocole de saignées (19,2 versus 56,0 %). Par conséquent,
si I'impact du génotype C282Y/H63D était comparable a
celuidu génotype C282Y/C282Y, nousaurionsdi I'observer
14 fois plus dans notre population d'étude (OR = 0,07 [0,03-
0,18], p < 0,0001).

Conclusion

Cette étude confirme le poids tres relatif du génotype
C282Y/H63D dans la survenue d'une surcharge en fer. Les
patients porteurs de ce génotype sont moins fréquents
qu'attendu. lls sont diagnostiqués a un age plus avancé et
plus fréquemment porteurs de facteurs secondaires
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pouvant a eux seuls expliquer une hyperferritinémie.
Au regard de ces résultats, il est intéressant de rappeler
que le génotype C282Y/H63D n'a que tres rarement été
rapporté dans un contexte familial. Nous n'avons, dans
notre propre expérience, jamais observé de famille
comportant deux ou plusieurs sujets porteurs du génotype
C282Y/H63D et présentant une surcharge en fer.

Le variant H63D apparait donc comme un discret
facteur génétique de susceptibilité dont I'expression est
surtout visible en association avec d'autres cofacteurs
comme le surpoids et/ou l'alcool.

Cette situation particuliere devrait conduire a une
réflexion sur la prise en charge thérapeutique des patients
C282Y/H63D, étant entendu que les recommandations
actuelles sont basées sur des situations avérées d'hémo-
chromatose et qu'une partie importante des patients
considérés pourraient tirer bénéfice de recommanda-
tions hygiéno-diététiques. |
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Abstract

Despite type | haemochromatosis (HC) is mainly associated with the HFE C282Y/C282Y genotype, a second genotype -
C282Y/H63D- has mostly been described in other patients. Its association with HC, apart from any associated co-morbid
factors, remains unclear and complex to interpret for physicians. This study assesses the weight of this genotype and the
role of co-morbid factors in the occurrence of iron overload. This prospective study included the C282Y/C282Y (n=172) and
C282Y/H63D (n=58) patients enrolled in a phlebotomy program between 2004 and 2007 in a blood centre of western
Brittany (Brest, France), where HC is frequent. We compared prevalence of these two genotypes, as well as patients’ profile
regarding degree of iron overload and prevalence of co-morbid factors. First, we confirmed the obvious deficit of C282Y/
H63D compound heterozygotes among patients cared by phlebotomies. This genotype was 3.0 times less frequent than the
C282Y/C282Y genotype among those patients (18.9% vs. 56.0%) whereas it was 4.9 times more frequent in the general
population (4.3% vs. 0.9%; p<<0.0001). Despite a similar level of hyperferritinaemia, the C282Y/H63D patients who came to
medical attention had a milder plasma iron overload, reflected by a lower transferrin saturation median (52.0% vs. 84.0%;
p<<0.0001). They also exhibited more frequently co-morbid factors, as heavy drinking (26.0% vs. 13.9%; p =0.0454),
overweight (66.7% vs. 39.4%; p = 0.0005) or both (21.3% vs. 2.6%; p<<0.0001). Ultimately, they required a lower amount of
iron removed to reach depletion (2.1 vs. 3.4 g; p<<0.0001), clearly reflecting their lower tissue iron. This study confirms that
H63D is a discrete genetic susceptibility factor whose expression is most visible in association with other co-factors. It
highlights the importance of searching for co-morbidities in these diagnostic situations and of providing lifestyle and
dietary advice.

Citation: Saliou P, Le Gac G, Mercier A-Y, Chanu B, Guéguen P, et al. (2013) Evidence for the High Importance of Co-Morbid Factors in HFE C282Y/H63D Patients
Cared by Phlebotomies: Results from an Observational Prospective Study. PLoS ONE 8(12): e81128. doi:10.1371/journal.pone.0081128

Editor: James R. Connor, Penn State Hershey Medical Center, United States of America
Received May 7, 2013; Accepted October 9, 2013; Published December 5, 2013

Copyright: © 2013 Saliou et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: This study was supported by a grant from the Etablissement Francais du Sang. The funders had no role in study design, data collection and analysis,
decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.

* E-mail: virginie.scotet@inserm.fr

of HC. Full expression of iron overload in people with this
genotype depends on age and gender, plus the complex interplay
of environmental factors and modifier genes [4-5].

A second HFE variant — H63D (p.[His63Asp]) — has been
identified in HC patients but its relation with disease remains
unclear. An important enrichment of this variant has initially been
reported on the non-C282Y alleles of HC patients [6], and it has
subsequently been argued that the C282Y/H63D compound
heterozygous genotype (p.[Cys282Tyr]|+[His63Asp]), but not the

Introduction

Haemochromatosis (HC; EASL consensus conference 2000 [1])
refers to a group of inborn errors of iron metabolism characterized
by increased absorption of dietary iron and rapid iron release from
macrophages. If not diagnosed and treated early, iron loading can
lead to tissue damages and severe clinical complications, including
cirrhosis, hepatocellular carcinoma and cardiomyopathy [2]. The
treatement relies on regular phlebotomies that are, in our country,

mostly managed in blood centres.

The best-known and predominant form of HC is an adult-onset
autosomal recessive condition mostly associated with the HFE
(282Y homozygous genotype (p.[Cys282Tyr|+[Cys282Tyr| ac-
cording to the recommandations of the Human Genome
Variation Society - http://www.hgvs.org). This genotype is carried
by approximately 1 person in 200 in Northern European
populations [3]. However, not all of them develop clinical features
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H63D homozygous genotype (p.[His63Asp]|+[His63Asp]), increas-
es the disease risk [7-8]. Although relating to a very low
penetrance [4,9-11], detection of C282Y/H63D compound
heterozygotes was therefore recommended in the outline of most
(if not all) diagnostic strategies in patients with suspected HC. In
recent years, the perception of the H63D variant, which is highly
prevalent in Caucasians (average allelic frequency of 14% [12]),
has moved toward the notion of a susceptibility factor i.e. a variant
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that has no impact on disease if considered in isolation. It has thus
been reported that most of compound heterozygotes with iron
overload usually have associated co-morbid factors (such as heavy
drinking and obesity) [13].

It is therefore probable that co-morbid factors are more
frequent in C282Y/H63D heterozygotes diagnosed than in
(C282Y/C282Y homozygotes because of an hyperferritinemia,
and that hyperferritinemia observed in most of C282Y/H63D
compound heterozygotes does not totally match with the classical
iron overload hallmarks of HC. If checked, this assumption will
emphasize the importance of acting on co-morbid factors during
care.

The aim of our study was to assess the profile of the C282Y/
H63D patients treated by phlebotomies and to investigate the role
of the co-morbid factors in the phenotypic expression. For that, we
analysed a cohort of patients cared in a blood centre of western
Brittany (France), where HC is particularly common [14]. We
clearly show here that co-morbid factors (such as alcohol abuse
and overweight) are significantly more prevalent in C282Y/H63D
patients who come to medical attention than in C282Y/C282Y
patients.

Materials and Methods

Ethics Statement

The study protocol was approved by our local ethical committee
(University Hospital of Brest). Written informed consent was
obtained from each patient included in the study.

Study Population

The present study was conducted from the cohort of patients
enrolled in a phlebotomy program in a blood centre of western
Brittany (Brest, France) between January 1* 2004 and December
31* 2007 (year from which the H63D was not systematically
searched for in our laboratory) (n=325). These patients were
referred to the blood centre by general practitioners or gastroen-
terologists, for the achievement of phlebotomies because they had
elevated serum ferritin (=300 pg/L for males or =200 pg/L for
females).

Our attention was mainly focused on patients carrying the HFE
C282Y/C282Y or C282Y/H63D genotypes (n =172 and n =58,

respectively).

Case Report Form

The study relies on the data collected in a clinical questionnaire,
which is completed by a referral physician at entrance in the
phlebotomy program. As previously described [15], this question-
naire yields information on socio-demographic characteristics
(gender, age, age at diagnosis, etc), lifestyle factors (weight, height,
alcohol intake, etc), biological parameters (including transferrin
saturation (T'S) and serum ferritin (SF)), and clinical features
associated at the time of diagnosis (asthenia, melanodermia,
hepatomegaly, diabetes, cirrhosis, etc).

Data related to the treatment (number and volume of
phlebotomies) are recorded thereafter, when depletion is reached.
These data enable to assess the amount of iron removed (AIR; in
grams) needed for normalising iron stores (i.e. decreasing SF below
the threshold of 50 pg/L).

Regarding lifestyle factors, daily consumption of alcohol was
estimated by asking patients to state the number of glasses of
different kinds of alcohol (beer, wine, fortified wine, hard liquor)
they drank each day. In our area, people mainly drink red wine
(especially during meals) and, in second line, beer. Daily
consumption corresponded to the sum of the numbers of glasses
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declared. Whatever the liquor, a standard drink (representing one
unit of alcohol) contains the same amount of pure alcohol
(ethanol), namely 10 grams in our country. Thereby, in France, a
glass of 25 cl of beer (at 5°), of 10 cl of wine (12°), of 7 cl of
fortified wine (18°) or of 3 cl of spirits (40°) contains about 10
grams of pure alcohol. In accordance with the WHO definition,
alcohol intake was considered abusive when consumption exceed-
ed 3 glasses per day for men (i.e. 21 glasses per week) and 2 glasses
per day for women (z.e. 14 glasses per week). The second studied
co-morbid factor — overweight — was defined by a body mass index

(BMI) =25 kg/m” and obesity by a BMI =30 kg/m”.

Measurement of Iron Markers and Genetic Analysis

Iron markers were measured by standard biochemical methods.
The C282Y and H63D variants were studied using the 5'-
nuclease allelic discrimination method or TagMan method
(Applied Biosystems, Foster City, CA).

Statistical Analysis

Statistical analysis was carried out using the SAS software
(version 9.02; SAS Institute Inc, Cary, NC). All tests were
performed two-sided, and a p-value less than 5% was considered
significant.

First, we first described the socio-demographic characteristics of
the population under study. Then, we assessed the impact of the
(282Y/H63D genotype and proceeded, for that, in three steps:

1) We quantified the deficit of C282Y/H63D compound
heterozygotes observed among patients who come to medical
attention. For that, we determined the prevalence of the
(C282Y/H63D and C282Y/C282Y genotypes in the study
population (ze. among patients enrolled in a phlebotomy
programme) and compared it to that observed in the general
population (i.e. in a sample of 797 blood donors from our
area).

2) We compared the nature and severity of iron overload
(assessed by TS, SIF and AIR) in C282Y/H63D and C282Y/
C282Y patients who came to medical attention. We
performed linear regression analysis to investigate the
influence of the genotype on the level of iron overload. We
performed logarithmic transformation (log,() of the depen-
dant variables (i.e. TS, SF and AIR) in order to normalise their
distribution that were highly skewed. With log;( transforma-
tion, the estimated regression coefficients () corresponded to
a 10P time change in the dependant variable per unit increase
in the explanatory variables. After univariate analyses,
multivariate models were fitted to enable adjustment on
potential confounding factors, such as gender, age at
diagnosis, alcohol intake and overweight. Two-by-two inter-
actions were also tested.

3) We examined whether the C282Y/H63D patients had more
commonly co-morbid factors known to cause hyperferritine-
mia (alcohol abuse and overweight). We therefore compared
the frequency of these factors in the two genotypic groups.

Results

Description of the Study Population

Over the study period, 325 patients were enrolled in a
phlebotomy program at the blood centre of Brest. HFE genotypic
data were complete for 306 of them (94.2%). Among these
patients, 172 were C282Y/C282Y homozygotes and 58 C282Y/
H63D compound heterozygotes. The group of C282Y/H63D
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patients cared by phlebotomies tended to have a higher proportion
of men (70.7% wvs. 56.4%; p=0.0547) and was on average
diagnosed later (56.9 vs. 49.3 y.; p<<0.0001) than the group of
(282Y/C282Y patients.

Frequency of the Different HFE Genotypes

One way to confirm the milder effect of the C282Y/H63D
genotype was to compare the prevalence of the various HFE
genotypes observed respectively in the group of patients treated by
phlebotomies and in the general population (Table 1).

The C282Y/H63D genotype appears relatively common in our
population. It is carried by 1 individual in 23 (z.e. 4.3%) whereas
the C282Y/C282Y genotype is found in 1 individual in 110 (z.e.
0.9%). The H63D and C282Y allele frequencies are 14.3% (95%
confidence interval (CI), 12.6-16.0) and 9.6% (95% CI, 8.2-11.0),
respectively.

By focusing on the C282Y/C282Y and C282Y/H63D geno-
types, we observed that, in the general population, the C282Y/
H63D genotype was 4.9 times more frequent than the C282Y/
C282Y genotype (4.3% wvs. 0.9%). However, this genotype
appeared 3.0 times less frequent than the main genotype among
patients enrolled in a phlebotomy program (18.9% uvs. 56.0%).
This confirmed the obvious deficit of CG282Y/H63D compound
heterozygotes among patients cared by phlebotomies. We
estimated that they were 14.4 times less frequently observed
(OR, 0.07; 95% CI, 0.03-0.17; p<0.0001). As expected, most of
the patients carrying this genotype did not come to medical
attention because of their mild, if any, iron overload.

Degree of Iron Overload

We then compared the severity of iron overload in C282Y/
H63D and C282Y/C282Y patients treated by phlebotomies. As
illustrated in Table 2, the C282Y/H63D genotype was clearly
associated with a milder iron overload. The amount of plasma iron
was milder in these patients, as reflected by a lower median TS
(52.0% vs. 84.0% for the C282Y/C282Y patients; p<0.0001).
One third of them (32.7%) had a T'S value <45% and did not
meet the diagnostic criteria of HC. Only a very small proportion of
these patients had a T'S value =80% (3.9% vs. 58.0%; p<<0.0001).
It should be noted that TS was not determined in 28 patients (22
homozygotes and 6 compound heterozygotes) that were taken in
care at the end of 2007 when the non-payment of this examination
by our health insurance was introduced.

Table 1. Frequency of HFE genotypes observed in the study
population (i.e. among patients enrolled in a phlebotomy
programme) and in the general population.

Study population General population

HFE genotype

n % n %
C282Y/C282Y 172 56.2% 7 0.9%
C282Y/H63D 58 18.9% 34 4.3%
H63D/H63D 18 5.9% 15 1.9%
C282Y/wt* 1 3.6% 105 13.1%
H63D/wt* 25 8.2% 164 20.6%
wt*/wt* 22 7.2% 472 59.2%
Total 306 100.0% 797 100.0%

*wt: wild type.
doi:10.1371/journal.pone.0081128.t001
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Similar findings were obtained with the AIR by phlebotomies,
which is a good marker of the iron burden. This marker was
indeed significantly lower in the C282Y/H63D patients cared by
phlebotomies than in the C282Y/C282Y ones (median: 2.1 os.
3.4 g; p<0.0001).

The milder role of the C282Y/H63D genotype on the level of
iron overload was confirmed by linear regression analysis (T'able 3).
The multivariate analysis showed that, after adjustment for
gender, age at diagnosis, alcohol intake and overweight, T'S was
1.56 fold lower in the C282Y/H63D patients (IOB, 0.64; 95% CI,
0.58-0.71; p<<0.0001), and AIR 1.29 fold lower (10", 0.78; 95%
CI, 0.71-0.85; p<<0.0001).

In contrast, the level of hyperferritinaemia appeared similar
between the two genotypic groups (median, 529.0 vs. 692.0 mg/L;
p =0.1003). Nevertheless, after adjustment on potential confound-
ers, the role of the genotype on SF became significant. This
marker was 1.47 fold lower in the C282Y/H63D patients (10,
0.68; 95% CI, 0.55-0.85; p =0.0009).

Frequency of Co-morbid Factors

Finally, we checked whether the C282Y/H63D patients who
came to medical attention had more commonly co-morbid factors
that could explain their hyperferritinemia. Data on alcohol intake
and on body mass index were not documented for 15 (6.5%) and
16 (7.0%) patients respectively, but the frequency of these missing
values did not differ according to genotype (p =0.0917).

We observed that the co-morbid factors were significantly more
frequent in the group of C282Y/H63D patients (Fig. 1). Heavy
drinking was thus reported by 26.0% of those patients (vs. 13.9% of
the C282Y/(C282Y homozygotes; p = 0.0454), and overweight was
observed in 66.7% of them (vs. 39.4%; p = 0.0005). Similar results
tended to be observed for obesity (20.4% vs. 10.6%; p =0.0663).

In summary, three quarters of the C282Y/H63D patients had
at least one of these co-morbid factors (75.0% vs. 51.3% of the
(282Y/C282Y homozygotes; p=0.0026), and more than one
fifth of them had the two factors (21.3% vs. 2.6%; p<<0.0001). One
can also note that all the C282Y/H63D patients having a SF
=1000 pg/L had at least one of these lifestyle factors (vs. 63.0%
for the C282Y/C282Y patients; p=10.0116).

Discussion/Conclusions

The present study confirms that the C282Y/H63D genotype is
clearly associated with a milder iron overload. Patients carrying
this genotype that are cared by phlebotomies have both a milder
amount of plasma iron (reflected by lower T'S) and of tissue iron
(reflected by lower AIR required to reach depletion). These
patients also exhibit more frequently co-morbid factors (as heavy
drinking and/or overweight) that may alone explain their
hyperferritinemia (whose level did not seem different from that
of the C282Y/(C282Y patients). This study confirms therefore the
modest weight of the C282Y/H63D genotype and the major role
of co-morbid factors in the occurrence of biological expression of
HC.

The lack of C282Y/H63D genotypes among patients enrolled
in a phlebotomy program is an additional argument reflecting the
modest role of this genotype in the occurrence of iron overload.
Indeed, we have shown here that the C282Y/H63D genotype was
3.0 times less frequent than the C282Y/C282Y genotype among
patients enrolled in a phlebotomy program whereas it was 4.9
times more frequent in the general population. As expected, most
of the patients carrying this genotype do not come to medical
attention because of their mild, if any, iron overload.
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Table 2. Comparison of serum markers in C282Y/H63D and C282Y/C282Y patients who were enrolled in a phelebotomy program
at the blood centre of Brest (western Brittany, France) between 2004 and 2007.

C282Y/H63D C282Y/C282Y p
Median (Q1-Q3)* Median (Q1-Q3)*

Transferrin saturation (%) 52.0 (40.0-60.5) 84.0 (67.0-92.0) <0.0001
Males 57.0 (47.0-69.0) 87.5 (75.5-94.5) <0.0001
Females 42.0 (37.0-51.0) 73.5 (64.0-89.0) <0.0001

Amount of iron removed (g) 2.1 (1.3-2.8) 3.4 (1.9-6.0) <0.0001
Males 23 (1.7-2.9) 5.2 (3.2-7.0) <0.0001
Females 1.3 (1.0-2.2) 2.1 (1.5-3.5) 0.0132

Serum ferritin (ng/ml) 529.0 (414.0-937.0) 692.0 (392.5-1293.5) 0.1003
Males 659.0 (448.0-1072.0) 927.0 (649.0-1700.0) 0.0032
Females 422.0 (300.0-665.0) 414.0 (272.0-733.0) 0.7913

*Q1: first quartile; Q3: third quartile.
doi:10.1371/journal.pone.0081128.t002

Table 3. Parameter estimates of the linear regression model
testing the effect of genotype on the level of serum markers,
after adjustment on covariables.
Variables 10 (95% Cl) p
Transferrin saturation
Genotype (ref: C282Y/C282Y) 0.64 (0.58-0.71) <0.0001
Gender (ref: women) 1.15 (1.07-1.25) 0.0005
Age at diagnosis (ref: <40y.)
[40y. -50 y.] 1.07 (0.95-1.20) 0.2731
[50y. -60y.] 1.08 (0.96-1.21) 0.1790
=60y. 1.09 (0.95-1.24) 0.2235
Heavy drinking 1.05 (0.95-1.16) 0.3273
Overweight 0.92 (0.85-0.99) 0.0353
Amount of iron removed
Genotype (ref: C282Y/C282Y) 0.78 (0.71-0.85) <0.0001
Gender (ref: women) 1.1 (1.03-1.20) 0.0082
Age at diagnosis (ref: <40y.)
[40y. -50y.] 0.96 (0.85-1.07) 0.4472
[50 y. -60 y.] 1.00 (0.89-1.12) 0.9730
=60y. 0.96 (0.84-1.09) 0.5005
Heavy drinking 1.11 (1.00-1.22) 0.0441
Overweight 0.96 (0.89-1.04) 0.3459
Serum ferritin
Genotype (ref: C282Y/C282Y) 0.68 (0.55-0.85) 0.0009
Gender (ref: women) 1.89 (1.58-2.27) <0.0001
Age at diagnosis (ref: <40y.)
[40y. -50y.] 1.16 (0.89-1.53) 0.2768
[50y. -60y.] 1.36 (1.04-1.77) 0.0250
=60y. 1.30 (0.97-1.75) 0.0799
Heavy drinking 1.76 (1.39-2.22) <0.0001
Overweight 1.12 (0.94-1.34) 0.2130
doi:10.1371/journal.pone.0081128.t003
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Beyond these results, it is also important to keep in mind that
this C282Y/H63D genotype has only rarely been reported in a
family context. In our experience, we have never seen a family
with two or more sibling carrier of the genotype C282Y/H63D
that present an iron overload.

It should be noted that, in our cohort, less than one third of
patients had a SF =1000 pg/L (30.9% i.e. 33.7% of the C282Y/
C282Y patients and 22.4% of the C282Y/H63D patients). The
discovery of the HFE gene in 1996 and the availability of the DNA
test have greatly changed the clinical presentation of the disease
[16], and it is now rare to diagnose severe forms, associating
darkened skin, diabetes and cirrhosis. Diagnosis is made at an
earlier stage, particularly in areas like ours, where the prevalence
of the disease is high and where physicians are very aware of the
disease.

80%

66,7%
70% A
60% -

50% A

39,4%
40% -

Frequency

30% 4{-—26.0%

20% 13,9%

10% -

0% - T

Alcohol abuse Overweight

aC282Y/H63D oC282Y/C282Y

Figure 1. Frequency of co-morbid factors in C282Y/H63D and
C282Y/C282Y patients who were enrolled in a phlebotomy
program at the blood centre of Brest (western Brittany, France)
between 2004 and 2007.

doi:10.1371/journal.pone.0081128.g001
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The originality of our study was to investigate the role of both
HFE genotype and co-morbid factors (alcohol, overweight) on the
disease expression, this from a cohort of patients cared by
phlebotomies. Our study focused on a cohort of treated patients
while, so far, most studies have been conducted in the general
population and attempted to estimate the penetrance of the
C282Y/H63D genotype. Another strength of our study, which
was performed in an area where HC is particularly common, was
its ability to assess the influence of co-morbid factors. We clearly
showed here that alcohol abuse and overweight were significantly
more prevalent in C282Y/H63D patients in comparison to
(282Y/C282Y patients.

One limitation of our study was our inability to determine the
true prevalence of the metabolic syndrome, which combines the
presence of several metabolic abnormalities (abdominal obesity,
low HDL cholesterol, high triglycerides, glucose intolerance,
hypertension) [17]. It is obvious that a part of the C282Y/
H63D patients may have such a syndrome, which is known to be
one of the main causes of hyperferritinemia [18]. Unfortunately,
until now, our questionnaire did not collect all the information
needed to clearly define it (waist circumference is not measured,
making it impossible to assess the presence of abdominal obesity).
Nevertheless, in absence of this indicator, we focused our attention
on overweight and obesity. Furthermore, we compared the
frequency of overweight observed in each genotypic group with
that observed in the French population by referring to a
nationwide survey on overweight (Obepi) [19]. We noticed that,
if the frequency of overweight was similar to that of the general
population in our cohort of CG282Y homozygotes (39.4% uvs.
46.4%; p=0.2140), it was significantly higher in compound
heterozygotes (67.3% vs. 46.4%; p=0.0340). This confirms the
role of co-morbid factors in the occurrence of iron overload in the
C282Y/H63D patients.

Another limitation was that the possible existence of modifier
genes. We re-sequenced the five genes associated with haemo-
chromatosis (HFE, HAMP, HfV, TFR2, SLC4041) in 23 C282Y/
H63D patients for whom DNA was available (knowing that the
initialanalysis of HFE gene was not carried out by our laboratory
for all patients). These genes are involved in the same physiological
pathway that controls production of hepcidin to fit body iron
needs and avoid iron accumulation in tissues. No variation that
could influence phenotypes observed in the 23 C282Y/H63D
patients has been detected; only synonymous variants or common
variations with no physiological consequence were observed. We
are aware that rare variants in non-HFE genes can influence iron
burden in G282Y/H63D patients. However we believe that they
can be neglected in this study and that environmental factors are
prominent in our patient sample.

Our findings are consistent with data reported in the literature
illustrating that the perception of the H63D variant has moved, in
recent years, toward the notion of susceptibility factor (i.e. a variant
with no impact on disease if considered in isolation). In support of
this, Gurrin ¢t al. have evidenced, in a prospective and longitudinal
study, that compound heterozygotes had an increased prevalence
of elevated SF compared to subjects with neither the C282Y
mutation nor the H63D variant, but that mean SF levels at
baseline and follow-up remained within the normal range [11].
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The authors were not able to determine whether C282Y/H63D
heterozygotes with significant hyperferritinemia had co-morbid
factors. In another study, Walsh et al. found that compound
heterozygotes referred for clinical evaluation had higher iron
indices than those identified though family screening. The authors
extended their observations showing that of the C282Y/H63D
subjects with a significant hyperferritinemia, all had known co-
morbid factors such as heavy drinking or obesity [13]. It has also
been showed that C282Y heterozygotes with a haemochromatosis
pattern of hepatic iron overload are more likely to have a private
mutation on the second HFE allele [20-21], while seconday causes
of hyperferritinemia are frequent in C282Y heterozygotes without
documented iron overload-related disease [21].

Regarding penetrance, a recent study, based on a cohort of
6020 Danish men aged 30 to 53 years has estimated the biological
penetrance at 87.5% for the C282Y homozygotes and at only
9.1% for the G282Y/H63D compound heterozygotes (based on
TS =50% and SF =300 ug/L) [10]. An other study recently
performed in a Spanish Mediterranean population composed of
815 healthy subjects aged between 18 and 75 y. has reported that
the C282Y/H63D genotype was associated with a 16.4% increase
in TS and that it explained 37.7% of the variability observed in SIF
values [22].

Beyond this, we should also keep in mind that, at protein level,
the H63D does not alter the HFE protein structure, in contrast to
the C282Y that prevents interaction with betas-microglobulin and
presentation on cell surface [23-24].

In conclusion, our study provides evidence for the milder effect
of the C282Y/H63D genotype in comparison to the C282Y/
(C282Y genotype by three ways: 1) through the lower frequency of
this genotype among patients cared by phlebotomies than
expected, 2) through the higher prevalence of associated co-
morbid factors in these patients 3) and finally through the milder
degree of iron overload in these patients.

Our results combined with data from the literature underline
that the H63D variant, which is common in the general
population, is a discrete genetic susceptibility factor whose
expression is most visible in association with other co-factors such
as alcohol abuse and/or overweight. Our study clearly highlights
the importance of searching for co-morbidities in these diagnostic
situations and of acting on these factors during care. In most cases,
lifestyle and dietary advices should be sufficient to reduce the
number of phlebotomies requested in those patients. This work
should therefore contribute to improve the management of
haemochromatosis patients.
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Résultats

B. Role des grossesses dans le degré de surcharge en fer des
patientes C282Y homozygotes

L’expressivité de I'hémochromatose HFE se manifeste généralement plus tard chez les
femmes (autour de 60 ans chez les femmes et 50 ans chez les hommes). Les femmes
présentent également des tableaux cliniques et biologiques moins séveres, ce qui se traduit
par des atteintes hépatiques généralement moins fréquentes (Deugnier et al., 2002; Moirand
et al., 1997).

Cette différence entre hommes et femmes est classiquement attribuée a l'effet protecteur
des pertes physiologiques en fer liées aux régles et aux grossesses (Bacon et al., 2011;
Hanson et al., 2001; Wood et al., 2008). Cependant, aucune étude épidémiologique n’a été

conduite chez ’lhomme pour étudier spécifiquement ce lien.

Objectif

L’'objectif de cette étude est de déterminer linfluence des grossesses sur I'expression

phénotypique des femmes qui présentent le génotype C282Y/C282Y.

Matériel et méthode

* Population d’étude

Cette étude repose sur une cohorte composée de 140 femmes présentant le génotype
C282Y/C282Y et incluses dans un programme de saignées entre le 1° janvier 2004 et le 31
décembre 2011 dans le centre de santé brestois de I'Etablissement Frangais du Sang de
Bretagne.

¢ Données recueillies

L’étude s’est appuyée sur les données recueillies a I'aide du questionnaire médical décrit

précédemment.
* Analyses statistiques

Avant d’évaluer I'effet des grossesses sur le degré de surcharge en fer des femmes C282Y
homozygotes, nous avons vérifié s’il existait dans notre cohorte une différence liée au sexe
dans I'expression de la maladie. Nous avons pour cela comparé I'dge au diagnostic des
femmes de notre cohorte a celui des 161 hommes traités dans le méme centre de santé au

cours de la méme période.
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Résultats

Dans un second temps, nous avons décrit le nombre de grossesses déclarées par les
femmes avant leur entrée en protocole de saignées. Nous avons ensuite étudié l'influence
du nombre de grossesses sur le degré de surcharge en fer appréciée par la ferritinémie et la
quantité de fer soustraite. Les analyses ont été menées a l'aide d’'un modeéle de régression

linéaire apres logtransformation des variables d’intérét.

Suite a I'analyse univariée, nous avons réalisé un modéle de régression linéaire multivarié
ajusté sur les facteurs de confusion tels que I'age au diagnostic, la consommation d’alcool et

le statut vis-a-vis de la ménopause.

Résultats-Conclusion

Nos résultats confirment que, chez les patients qui présentent le génotype C282Y/C282Y, le
diagnostic de I’hémochromatose HFE est réalisé plus tardivement chez les femmes que chez
les hommes (52,6 vs. 47,4 ans, p=0,0006). Notre étude montre également que les femmes
qui déclarent avoir eu au moins une grossesse n'ont pas de surcharge en fer moins
importante que les autres femmes. A l'inverse, la quantité de fer soustraite par phlébotomies
apparait significativement plus élevée chez les femmes qui ont eu au moins une grossesse
mais cette association disparait apres ajustement sur les facteurs de confusion tels que I'age
au diagnostic, la consommation d’alcool ou le statut ménopausal (e’=1,35, p=0,0883). De
méme, la ferritinémie n’apparait pas plus faible chez les femmes qui ont eu au moins une

grossesse (e’=1,32, p=0,1770).

Il existe donc bien une différence d’expressivité liée au sexe. Cependant, nos données ne
confirment pas l'effet protecteur typiquement attribué aux grossesses pour expliquer la plus
lente accumulation de fer chez les femmes.

Ces résultats sont en accord avec les données expérimentales récemment publiées dans la
littérature. Ainsi une étude réalisée chez des souris servant de modéle pour
I’'hémochromatose a montré que les grossesses multiples ne réduisent pas les réserves en
fer de 'organisme (Neves et al., 2010). Une autre étude conduite récemment également sur
des souris suggére que les différences observées pourraient étre liées a des facteurs
hormonaux. Les auteurs ont montré que la testostérone inhibe fortement la transcription de
I’hepcidine chez les souris males, ce qui conduit & une accumulation plus rapide et plus

importante de fer dans les tissus (Latour et al., 2014).
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ABSTRACT (274 words)

HFE hemochromatosis is an inborn error of iron metabolism linked to a regulation defect in
hepcidin synthesis. This autosomal recessive disease typically manifests later in women than
men. While it is commonly stated that pregnancy is, with menses, one of the factors that
offsets iron accumulation in women, no epidemiological study has supported this assertion.
The aim of our study was to investigate the influence of pregnancies on phenotypic
expressivity of the predominant HFE C282Y/C282Y genotype. One hundred and forty C282Y
homozygous women, enrolled in a phlebotomy programme between 2004 and 2011 at a
blood centre in western Brittany (France) where HFE hemochromatosis is common, were
included in the study. After checking whether a gender difference existed in our cohort of
patients, we assessed the influence of pregnancies on iron markers using multiple linear
regression analysis. Our study confirmed that women were diagnosed later than men cared
over the same period (52.6 vs. 47.4 y., p=0.0006). Compared to no pregnancy, having had at
least one pregnancy was not associated with lower iron markers. On the contrary, the
amount of iron removed by phlebotomies appeared even significantly higher in women who
had at least one pregnancy (e’=1.50, p=0.0472), but this relationship disappeared after
adjustment on potential confounding factors as age at diagnosis, alcohol consumption or
menopausal status (e’=1.35, p=0.0883). Conclusion: Our findings do not confirm that
pregnancies protect against progressive iron accumulation. They support experimental data
showing that multiple pregnancies did not reduce iron stores in Hfe” mice, and that the
gender difference may be explained by other factors (and particularly hormonal factors as the

recent evidence of testosterone-induced repression of hepcidin in male mice).

103



Résultats

HFE-related hemochromatosis (also called type 1 hemochromatosis; OMIM #235200)
is an innate iron metabolic disorder that is particularly common in Caucasian populations (1,
2). This genetic disease is characterised by an inappropriately high iron absorption from
enterocytes and excessive iron release from macrophages, and is due to a regulation defect
in the synthesis of hepcidin, the key regulator of iron homeostasis (3-5). Excess iron in the
body gradually affects various organs and lead, if not treated early, to serious clinical

complications including cirrhosis, hepatocellular carcinoma and cardiomyopathy (6).

HFE hemochromatosis is inherited as an autosomal recessive trait and is mainly
associated with the HFE C282Y (p.Cys282Tyr') homozygous genotype (7). The penetrance
of this genotype is clearly incomplete (8-10), and its expressivity is influenced by genetic and

environmental factors that may increase or reduce the iron burden (8, 11, 12).

The disease usually manifests later in women than men (about five to ten years later),
and women also present a less severe clinical profile, with notably a lower prevalence of liver
injury (13, 14). This gender difference has classically been attributed to the protective effects

mediated by iron losses related to menses and pregnancy (15-17).

During pregnancy, maternal iron requirements increase substantially to allow for the
physiological expansion of the haemoglobin mass, to promote formation of the foetus and
placenta, and to cope with blood losses at delivery (18). While it is commonly stated in the
literature that pregnancy-associated iron losses are one of the factors that offset the lifelong
iron accumulation in women, this assertion has never been supported by any epidemiological

studies in humans.

As experimental data are now accumulating to show that other factors (and
particularly hormonal factors) may contribute to explain the observed gender difference (19,
20), we sought to investigate the influence of pregnancies on phenotypic expressivity of the

predominant HFE C282Y/C282Y genotype.

! According to the recommendations of the Human Genome Variation Society (http:/www.hgvs.org)
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PATIENTS AND METHODS

Population under study

This study evaluated a cohort of 140 C282Y homozygous hemochromatosis women
who were prospectively enrolled in a phlebotomy programme over a 8-year period (between
January 1%, 2004 and December 31, 2011) at a blood centre of western Brittany (Brest,
France) where this disease is particularly common (21, 22). Included patients demonstrated
elevated iron markers (with transferrin saturation (TS) > 45% and serum ferritin (SF) > 200
pg/L) (1) and were referred to the blood centre for the achievement of phlebotomies by

general practitioners or gastroenterologists.

The study protocol conformed to the ethical guidelines of the 1975 Declaration of
Helsinki and was approved by the medical ethical committee of Brest on December 15",

2003.

Questionnaire

This study relied on data obtained using a clinical questionnaire that is filled out for
each newly diagnosed patient at the time of entry into the phlebotomy programme. As
previously described (22, 23), this questionnaire, which is completed by a referral physician,
yields information on socio-demographic characteristics (gender, age at diagnosis, etc.),
lifestyle factors (height, weight, alcohol intake, etc.), biological parameters (including TS and

SF), and clinical features present at the time of diagnosis.

The questionnaire also records data on reproductive functions. For women it informs
on the presence (or not) of pregnancies prior to the start of the treatment and on the number
of pregnancies if any, as well as on the menopausal status at entry into the phlebotomy
programme and on the age at menopause if appropriate. It also informs on the type of

contraception used if any (oral contraceptive or intrauterine device).
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Patients were also asked if they were regular blood donors, if they had chronic
bleedings (including gastrointestinal or parasitic infection-induced bleedings and hematuria)
and if they received blood transfusions (and how many if any), all this prior to entry into the

phlebotomy programme.

In addition, at the end of the depletion stage, data related to treatment (i.e., the
number and average volume of the phlebotomies) are recorded by a clinical research
technician. This enables assessment of the amount of iron removed (AIR; in grams) for
normalising the patient’s iron stores, i.e., for decreasing SF below the threshold of 100 pg/L.
This calculation is performed assuming that 1 L of blood contains 0.5 g of iron (24). In our
study, SF and AIR were the two dependant variables that represented the phenotypic

expressivity.

Measurement of iron markers and genetic analysis

Iron markers were measured using standard biochemical methods. HFE genotyping
was performed by real time PCR (5- nuclease allelic discrimination method; Applied

Biosystems, Foster City, CA).

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using the SAS software (version 9.02; SAS
Institute Inc., Cary, NC). All tests were performed two-sided, and the significance level was

set at 5% for all analyses.

First, we described the baseline characteristics of the population under study.
Continuous variables were described by means and standard deviations, or quartiles and

interquartile ranges, and compared using Student’s t test, Anova or Mann-Whitney
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nonparametric test. Categorical variables were summarised using percentages, and

compared using %2 test or Fisher’s exact test when appropriate.

Before assessing the effect of pregnancies, we searched to evaluate whether a
gender difference in disease expression existed in our cohort of patients. For this, we
compared the age at diagnosis of women to that observed in the men cared over the same
period in our blood centre (n=161) (using Student’s t test). We also evaluated whether the
proportion of diagnosed female patients increased with the age at diagnosis or, in other

words, if the sex ratio (\wr) decreased with the age at diagnosis (using a linear trend %2 test).

In a second time, we described the number of pregnancies declared by women prior
to entry into the phlebotomy programme. We then investigated the influence of pregnancies
on the degree of iron burden (assessed by SF and AIR) using linear regression analysis. We
checked the normality of these quantitative outcome variables using the Kolmogorov-
Smirnov test, and as their distributions were highly skewed, we performed logarithmic (In)
transformations to normalise the data. With such a transformation, the exponential of the
estimated regression coefficients (ef) indicated from how many times the outcome variable
was changed (increased or decreased) for each unit increment in explanatory variables. The
“pregnancy” variable was coded in three groups (0, 1 or 2, 3 or more) in order to detect a
possible dose-response relationship. After univariate analyses, multivariate models were
fitted to enable adjustment for potential confounding factors, such as age at diagnosis,
alcohol intake, overweight and menopausal status. All explanatory variables associated with
the outcome variables at a conservative threshold of p<0.20 in the univariate analysis were

included in the multivariate analysis.

In the present study, abusive alcohol intake was defined, in accordance with the
World Health Organization definition, as daily consumption exceeding two glasses per day
(i.e., 14 glasses per week) for women. Overweight status was defined as a body mass index

(BMI) = 25 kg/m2.
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RESULTS

Baseline characteristics of the population under study

During the study period (2004-2011), 140 C282Y homozygous hemochromatosis
women were enrolled in a phlebotomy programme at the blood centre of Brest. At the time of

the study, 129 of them (92.1%) completed the depletion phase.

The baseline characteristics of women included in the study are presented in table 1.
These women were diagnosed in mean at the age of 52.6 years (SD=14.0). Among them,
29.1% were overweight (BMI>=25) and 5.1% declared having excessive alcohol
consumption (= 20 g daily). Close to 60% of the women were menopausal at entry into the
phlebotomy programme, with a mean age at menopause of 49.2 y. (median: 50 vy.,

interquartile range: [46; 52]).

Analysis of the gender difference in expressivity of the C282Y homozygous genotype

Our study confirmed that the age at diagnosis was delayed in women in comparison
to the men cared over the same period (52.6 vs. 47.4 y., p=0.0006). As illustrated in table 2,
the sex ratio decreased significantly with the age at diagnosis, especially after the age of 50
years (¥2inear trend: 10.5, p=0.0012). Thus, women represented about 38% of the C282Y
homozygous patients diagnosed before the age of 50 (sex ratio: 1.64), 47.3% of patients
diagnosed between 50 and 59 years (sex ratio: 1.12), and 64.6% of patients diagnosed after

the age of 60 (sex ratio: 0.55).

Baseline characteristics of women according to the number of pregnancies

The item "pregnancy" was documented for 137 (97.9%) of the 140 (C282Y

homozygous women included in the study. The number of pregnancies prior to entry into the
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phlebotomy programme ranged from zero to six, with an average of 2.4 pregnancies per
woman (sd=1.3). Nearly 90% of the women in our sample (n=123) had at least one
pregnancy before entering the protocol, with the majority of women having had two (42.3%,
n=58) or three (27.0%, n=37) pregnancies. Approximately 15% of the women had four

pregnancies or more (15.3%, n=21).

The baseline characteristics and the biological markers of the female patients
according to the number of pregnancies (categorised in three groups: 0, 1 or 2, 3 or more)
are summarised in table 3 and 4. As illustrated in table 3, the age at diagnosis, the proportion
of overweight patients and the frequency of alcohol abusers did not differ significantly
between the three groups. Similar results were observed for the proportion of patients with
previous regular blood donations, chronic bleedings or blood transfusions. On the opposite,
one can note that the proportion of postmenopausal women increased significantly with the
number of pregnancies (p=0.0022). Table 4 shows that there was no significant difference in

iron markers according to the three groups.

Influence of pregnancies on iron markers

The results of linear regression modelling of the influence of pregnancies on iron
markers (SF and AIR, respectively) are summarised in tables 5 and 6. Unlike what one might
expect, women having had at least one pregnancy did not present lower iron markers than

women with no pregnancy.

In contrast, the univariate analysis showed that, in comparison to women with no
pregnancy, the SF concentration would tend to be higher in women who had one or two
pregnancies (1.25 fold higher) and in women who had three or more pregnancies (1.39 fold
higher), but these results were not significant (p=0.2882 and p=0.1258, respectively).
Combination of these two modalities provided similar findings (eB21 vs. 0 pregnancy=1.32, 95%

confidence interval (Cl): [0.88; 1.97], p=0.1770). Adjustment on potential confounders as age
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at diagnosis, alcohol intake and menopausal status tended to neutralise the observed trends,

whatever the coding used.

Similar findings were obtained for the second iron marker (Table 6). The univariate
analysis showed that, in comparison to women without any pregnancy, the AIR tended to be
higher both in women who had one or two pregnancies (1.49 fold higher — p=0.0610) and in
women who had three pregnancies or more (1.51 fold higher — p=0.0583). These results
were at the limit of the significance, and the relationship became even significant when we
considered women who at least one pregnancy in comparison to women with no pregnancy
(e‘321 vs. 0 pregnancy=1.50, 95% CI: [1.01; 2.23], p=0.0472). However, this relationship
disappeared after adjustment for potential confounders (e% vs. 0 pregnancy=1.35, 95% CI: [0.96;
1.90], p=0.0083). One can nevertheless see that after adjustment on age at diagnosis,
alcohol consumption, menopausal status and baseline SF level, the results remains also at
the limit of significance for women having one or two pregnancies. Their AIR appeared 1.41

fold higher than that of women without any pregnancy (p=0.0581).
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DISCUSSION

Although it is commonly reported in the literature that pregnancy may be one of the
factors responsible for the later manifestation of HFE hemochromatosis in women (15-17),
our epidemiological study is the first entirely devoted to the influence of pregnancy on the
phenotypic expressivity of the main HFE genotype in humans. Our study confirms that
C282Y homozygous women are diagnosed at a later age than men, and thus corroborates
the existence of a gender difference in the expressivity of this genotype. Nevertheless, our
data do not confirm the protective effect typically attributed to pregnancies to explain the

slower iron accumulation in women.

Regarding internal validity, our study was subject to very little selection bias for
several reasons. First, it was a cohort study that included prospectively almost all of the
C282Y homozygous hemochromatosis women enrolled in a phlebotomy programme at our
centre over the study period (the rate of refusal to participate in the study was very small).
Second, the rate of missing values for the main explanatory variable (i.e., pregnancy) was
very low (~ 2.0%). Our sample was therefore fully representative of the C282Y homozygous
women who come to medical attention in our area. We also ensured that the baseline
characteristics of women excluded from the multivariate analysis (due to missing values) did

not differed from those of included women.

Moreover, in our study, iron burden was measured using SF but also AIR, which is,
when correctly determined, the reference method to assess body iron stores (25). AIR is a
more reliable marker than SF, which may also be increased beyond the real degree of iron
burden by excessive alcohol intake or by various disorders as metabolic or inflammatory

syndromes.

111



Résultats

We are aware that our study provides only a rough estimate of the impact of
pregnancies, as our survey solely asked the number of pregnancies that women had
experienced prior to their entry into the phlebotomy programme. It would have been ideal to
know the dates of these pregnancies in order to measure the delay between various
pregnancies, as well as the delay between the last pregnancy and beginning of the

treatment. These durations may have an impact on the studied relationship.

Beyond the small sample size (our study relied on 140 women), another limitation of
our study was that we did not have information on the presence of some factors susceptible
to modify the iron burden. Thereby, we did not have data on: i) iron supplementation during
pregnancy (especially as general physicians and gynecologists easily prescribe iron for
anemia in pregnant women), ii) existence and duration of maternal breastfeeding (as
amenorrhea consecutive to lactation reduces iron loss in women) and Jil) importance of
menstrual blood losses (which depends, in addition to heredity, on various factors such as
weight, height, age and parity and is known to influence iron status (26)). It would have been
relevant to adjust the relationships on all these potential confounding factors; however, these
data are not easy to quantify precisely. Moreover, some of them may have only a small
impact, as lactation whose average duration is around ten weeks in our country.

Our study was nevertheless able to take into account the menopausal status at entry
into the phlebotomy programme. Our questionnaire also provides information on the use of
contraceptives, but this item was completed only for premenopausal women and therefore
did not able to correctly study the influence of contraceptive use on the phenotypic
expressivity. The type of contraception used is known to influence the duration and intensity
of bleeding. It is stated that anovulatory hormones present in contraceptive pills reduce
menstrual losses by half (27), whereas intrauterine devices may double them (28). However,
our study did not highlight, in premenopausal women, difference in SF and AIR according to

the type of contraception used (data not shown).
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To the best of our knowledge, no epidemiological study has thus far specifically
investigated the relationship between pregnancies and iron burden in HFE hemochromatosis
in humans. Some studies have nevertheless shown interest to pregnancies. In a study
comparing clinical features of 176 women and 176 matched men (14), Deugnier et al.
mentioned that they found no significant correlation between the number of pregnancies and
the hepatic iron concentration or the AIR, but no data were presented. This team also
observed, through a population-based screening study (13), that the number of pregnancies
did not differ between 23 expressive and 19 non expressive women. More recently, the same
team considered pregnancy as an adjustment variable in a model assessing the relationship
between body mass index and iron burden in HFE hemochromatosis (29). The univariate
analysis they performed found no significant difference between the number of pregnancies

and the AIR by phlebotomies (= 6 g or < 6 g). All these data are consistent with our results.

Regarding biological plausibility, our findings seem quite credible in the current
context of fertility (the fertility rate was estimated at 2.01 children per woman in our country in
2010). It is not surprising that iron losses resulting from an average of two pregnancies per
woman are not sufficient to protect against this disease. However, this situation was most

likely different in the past when women had more offspring.

During pregnancy, the daily requirements for iron markedly increase, from
approximately 0.8 mg/day in the first trimester to ~10 mg/day during the last six weeks of
gestation (18, 30-32). The physiological expansion of haemoglobin mass is assumed to bind
a total of 500 mg of iron. In addition, the constitution of foetal tissue and formation of the
placenta requires ~315 additional mg of iron (290 mg and 25 mg, respectively), while basal
losses correspond to ~250 mg of iron (i.e., 0.9 mg/day) (30). Blood losses at delivery also
accounts to 150 to 250 mg of iron. Globally, for a singleton pregnancy, a woman needs up to
one gram of iron to ensure the balance of iron (depending on iron stores at the beginning of
gestation) (30). These additional needs are drawn from the reserves of the mother and are

transported to the foetus via the placenta. To cope with extra needs and to replenish the
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maternal stores, intestinal iron absorption also increases during pregnancy (about
approximately 25%) (33). A part of iron is also made available from the stopping of menses —
although this is not sufficient — and prophylactic iron supplementation is usually

recommended in healthy women to avoid iron deficiency anaemia.

It would have been interesting to compare the amount of iron lost during pregnancy to
that lost during menses. For example, it has been shown that healthy women with normal
menses lose an average of 26 to 65 mL of blood per cycle (34-36), which corresponds at
most to a loss of 1 mg iron per cycle (35). Therefore, if we consider that the entire
childbearing period lasts average of 40 years (from the mean age at menarche (~12 y.) until
the mean age at menopause (51 y.)), the total quantity of iron lost due to menses over a
lifetime is approximately 520 mg (assuming 13 cycles of 28 days per year). This quantity

appears lower than that lost during one pregnancy.

Our findings are also consistent with the results of an experimental study in a mouse
model (20) showing that multiple pregnancies do not reduce body iron stores in Hfe” mice.
The authors of this study found that all relevant clinical parameters of hemochromatosis
(except TS) were not significantly decreased (or even increased) in pluriparous females
compared with nulliparous females. These authors also observed that the hepatic expression
of hepcidin (the master regulator of iron homeostasis) (37) and BMP6 (a key endogenous
regulator of hepcidin through the BMP/SMAD signalling pathway) (38) was lower in
pluriparous females, suggesting that the inhibition of intestinal iron absorption was abrogated
in response to pregnancy. This study, which did not take into account menstrual blood loss
(as mice do not have menses) suggests that the slower iron accumulation in C282Y

homozygous women should be explained by other factors than pregnancy.

Experimental data are now accumulating to show that other factors — and particularly
hormonal factors — may contribute to explain the gender difference observed. It has thus

been speculated that the lower progression of liver injury in women with disease involving

114



Résultats

reduced hepcidin expression (such as chronic hepatitis C) may be attributed to estrogens

and their antifibrotic effect (39)(40).

Very recent findings revealed that the gender difference observed in diseases with
reduced hepcidin expression could be explained by the negative regulation of hepcidin
transcription by testosterone (19). Latour et al. showed that testosterone robustly represses
hepcidin transcription in mice, by improving the epidermal growth factor (EGF) receptors
signalling in the liver (knowing that EGF was recently shown to suppress the hepatic hepcidin
synthesis (41)). The authors exhibited that selective inhibition of EGF receptor in male mice
stops testosterone-induced repression and clearly increases hepcidin expression. Castration
of male mice also leads to hepcidin expression increase and therefore to iron overload
decrease. Therefore this work highlights that testosterone should be one major hormone

responsible for the observed gender difference in regulation of iron metabolism.

In conclusion, our work challenges an old and well-established hypothesis, despite
the lack of dedicated study. It does not confirm the protective effect commonly attributed to
pregnancy to explain the slower iron accumulation in women. Combined with recent
experimental data from the literature, our findings clearly show that the effect of pregnancy is
not as important as initially announced and that the search for the factors responsible for the

gender difference should continue.
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Table 1. Baseline characteristics of the C282Y homozygous hemochromatosis
women included in the study. Blood centre of Brest, western Brittany, France (2004-

2011).

Variables No. Frequency

Age at diagnosis (n=140)

260Yy. 42 30.0%

<60Yy. 98 70.0%

Means (+ SD) 52.6 (14.0)
Body mass index (n=134)

> 25 kg/m?2 39 29.1%

< 25 kg/m? 95 70.9%

Means (+ SD) 23.9 (4.8)
Alcohol intake (n=137)

Excessive 7 5.1%

Non excessive 130 94.9%

Menopause (n=127)

Yes 81 63.8%

No 46 36.2%
Regular blood donations (n=138)

Yes 37 26.8%

No 101 73.2%
Chronic bleedings (n=137)

Yes 4 2.9%

No 133 97.1%
Blood transfusions (n=135)

Yes 15 11.1%

No 120 88.9%
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Table 2. Proportion of C282Y homozygous patients diagnosed by gender according to the
age at diagnosis, and evolution of the sex ratio. Blood centre of Brest, western Brittany,

France (2004-2011).

Age at Total Men Women Sex
diagnosis No. % No. % ratio
<40y. 68 42 61.8% 26 38.2% 1.61
[40-50] v. 77 48 62.3% 29 37.7% 1.66
[50-60] vy. 91 48 52.7% 43 47.3% 1.12
260y. 65 23 35.4% 42 64.6% 0.55
Total 301 161 53.5% 140 46.5% 1.15

X2iinear trend: 10.5, p=0.0012
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Table 3. Baseline characteristics of the C282Y homozygous hemochromatosis women
according to the number of pregnancies had prior to entry into the phlebotomy programme.

Blood centre of Brest, western Brittany, France (2004-2011).

Number of pregnancies
Variables 0 1or2 23 p
No. Y% No. % No. %

Number of women 14 65 58

Age at diagnosis (n=137)

260y. 2 14.3% 16 24.6% 23 39.7% 0.0771
<60Yy. 12  85.7% 49  75.4% 35 60.3%

Body mass index (n=131)
= 25 kg/m?2 2 143% 19 30.6% 18 32.7% 0.3949
< 25 kg/m2 12  85.7% 43  69.4% 37 67.3%

Alcohol intake (n=134)
Excessive 0 0.0% 2 3.1% 4  7.0% 0.4183
Non excessive 13 100.0% 62 96.9% 53 93.0%

Menopause (n=126)
Yes 3 21.4% 36 66.7% 41 70.7% 0.0022
No 11 78.6% 18 33.3% 17 29.3%

Regular blood donations (n=136)
Yes 5 35.7% 15  23.1% 17 29.8% 0.5303
No 9 64.3% 50 76.9% 40 70.2%

Chronic bleedings (n=135)
Yes 2 14.3% 0 0.0% 2 3.4% 0.3131
No 12 85.7% 63 100.0% 56 96.6%

Blood transfusions (n=134)
Yes 1 71% 6 9.7% 8 13.8% 0.6809
No 13 92.9% 56 90.3% 50 86.2%
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Table 4. Biological parameters (medians and interquartile ranges) of the C282Y homozygous
hemochromatosis women according to the number of pregnancies had prior to entry into the

phlebotomy programme. Blood centre of Brest, western Brittany, France (2004-2011).

Number of pregnancies

Biological parameters 0 1or2 >3 P
Median IQR Median IQR Median IQR

Transferrin saturation (%) (n=137) 81 [72;89] 78 [65 ; 88] 83 [67 ;97] 0.9983

Serum ferritin (ug/L) (n=137) 208 [236:529] 414 [279;693] 412 [297;770] 0.2931

Amount of iron removed (g) (n=127) 1.3 [1.1;2.0] 25 [1.4;4.0] 2.3 [1.6;3.6] 0.1402

Hemoglobin (g/dL) (n=108) 13.6 [13.3;14.6] 14.0 [13.6;14.5] 13.9 [13.4;14.4] 0.8148
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Table 5. Results of the linear regression analysis modelling the effect of pregnancies on

serum ferritin. Blood centre of Brest, western Brittany, France (2004-2011).

. Univariate analysis Multivariate analysis
Variables
e 95%Cl p e 95%ClI p

No. of pregnancies *

0 1.00 1.00

1or2 1.25 [0.82;1.91] 0.2882 1.083 [0.67;1.57] 0.9018

>3 1.39 [0.91;2.13] 0.1258 1.02 [0.66;1.57] 0.9440
Age at diagnosis

<60y. 1.00 1.00

260y. 1.35 [1.04;1.73] 0.0260 1.20 [0.89;1.62] 0.2299
Body mass index

< 25 kg/m? 1.00

> 25 kg/m? 1.13 [0.86;1.48] 0.3868 -
Alcohol intake

Non excessive 1.00 1.00

Excessive 2.38 [1.34;4.20] 0.0032 2.06 [1.11;3.85] 0.0232
Menopause

No 1.00 1.00

Yes 1.55 [1.20;2.00] 0.0009 1.39 [1.03;1.87] 0.0322
Regular blood donations

No 1.00

Yes 0.84 [0.64;1.11] 0.2191 -
Chronic bleedings

No 1.00

Yes 0.96 [0.46;1.99] 0.9042 -
Blood tansfusions

No 1.00

Yes 1.02 [0.69;1.50] 0.9376 -

* Univariate analysis: global p-value = 0.2931

125



Résultats

Table 6. Results of the linear regression analysis modelling the effect of pregnancies on the

amount of iron removed by phlebotomies. Blood centre of Brest, western Brittany, France

(2004-2011).

Univariate analysis

Multivariate analysis

Variables
e 95%Cl p e® 95%ClI p

No. of pregnancies *

0 1.00 1.00

1or2 1.49 [0.98;2.26] 0.0610 1.41 [0.99;2.02] 0.0581

>3 1.51 [0.99;2.31] 0.0583 1.27 [0.89;1.83] 0.1910
Age at diagnosis

<60y. 1.00 1.00

>260y. 1.19 [0.90;1.56] 0.2135 1.11 [0.86;1.43] 0.4151
Body mass index

< 25 kg/m? 1.00

> 25 kg/m2 0.96 [0.72;1.27] 0.7661 -
Alcohol intake

Non excessive 1.00 1.00

Excessive 229 [1.82;3.97] 0.0036 1.32 [0.80;2.19] 0.2791
Menopause

No 1.00 1.00

Yes 1.28 [0.97;1.71] 0.0841 0.92 [0.72;1.19] 0.5302
Regular blood donations

No 1.00

Yes 1.01 [0.76;1.34] 0.9296 -
Chronic bleedings

No 1.00

Yes 1.01 [0.50;2.05] 0.9793 -
Blood tansfusions

No 1.00

Yes 0.98 [0.67;1.43] 0.9236 -
Baseline ferritin 1.00 [1.00;1.00] <0.0001 1.00 [1.00;1.00] <0.0001

* Univariate analysis: global p-value = 0.1402
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C. Influence des apports alimentaires en fer sur le phénotype
des patients C282Y/C282Y

De nombreux facteurs génétiques et non génétiques sont connus pour moduler la surcharge
en fer chez les patients atteints d’hémochromatose HFE. On peut citer parmi eux I’age ou le
sexe des malades. Cependant le rble de certains de ces facteurs n’a jamais été clairement
établi. C’est le cas de l'alimentation pour laquelle il existe trés peu de données disponibles
notamment sur leffet des apports alimentaires en fer chez les patients atteints
d’hémochromatose HFE. De plus, les résultats des différentes études publiées sont
hétérogénes (Moretti et al., 2013).

L’objectif de cette étude est de déterminer l'influence d’une alimentation riche en fer sur
I'expression phénotypique de ’hémochromatose HFE.

Matériel et méthode

* Population d’étude

Cette étude repose sur une cohorte composée de 286 individus présentant le génotype
C282Y/C282Y et inclus dans un programme de saignées entre le 1° janvier 2004 et le 31

décembre 2010 au centre de santé brestois de 'EFS-Bretagne.
* Données recueillies

Nous avons utilisé les données recueilies a laide du questionnaire médical décrit
précédemment et plus spécifiquement celles issues du questionnaire alimentaire qui nous

ont permis de classer les patients.
* Analyse statistiques

Les scores obtenus pour chaque patient suite aux réponses au questionnaire alimentaire
nous ont permis de classer les patients en deux groupes dont les consommations
hebdomadaires d’aliments riches en fer différaient. Les patients dont le score était supérieur
ou égal a 2 étaient considérés comme ayant une alimentation plus riche en fer que l'autre
groupe. Cette variable explicative qualitative a été utilisée pour étudier linfluence de
I'alimentation riche en fer sur le degré de surcharge en fer des patients.

Avant d’évaluer l'effet de l'alimentation sur la surcharge en fer des individus, nous avons
comparé les caractéristiques sociodémographiques et les habitudes de vie des deux

groupes.
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Nous avons ensuite étudié l'influence du régime alimentaire sur le degré de surcharge en fer
apprécié par la quantité de fer soustraite. Afin de rechercher les facteurs de confusion
potentiels, nous avons également étudié l'influence des covariables sur la quantité de fer
sosutraite, et comparé les caractéristiques des patients selon leur régime alimentaire. Nous
avons ensuite réalisé un modele de régression linéaire multivarié ajusté sur les facteurs de

confusion tels que le sexe, I'age au diagnostic, la consommation d’alcool, le surpoids, ...

Résultats-Conclusion

Le questionaire alimentaire était correctement renseigné pour 222 patients. Les patients du
groupe présentant une alimentation plus riche en fer (n=74) et ceux de l'autre groupe
(n=148) avaient des &ges moyens au diagnostic comparables (50,3 vs. 48,3 ans, p=0,28).
Les proportions d’hommes (58,1 % vs. 53,4 %, p=0,50), de patients en surpoids (41,4 % vs.
43,6 %, p=0,77) et de buveurs excessifs d’alcool (10,8 % vs. 11,0 %, p=0,96) étaient
également comparables dans les deux groupes. Le groupe de patients classés comme étant
des consommateurs plus importants d’aliments riches en fer présentaient un degré de
surcharge en fer plus élevé. Cela se traduisait par une quantité de fer soustraite plus élevée
pour atteindre la désaturation (3,78 vs. 3,10 g, p=0,02). Ces résultats ont été confirmés par
'analyse de régression linéaire multivariée : la quantité de fer soustraite était 1,18 fois plus
importante dans le groupe qui consommait plus d’aliments riches en fer, aprés ajustement
sur les facteurs de confusion, a savoir le sexe, I'age au diagnostic, la consommation d’alcool,
le surpoids, la consommation de thé, la supplémentation en fer et la ferritinémie initiale (IC a
95% :[1,01 ; 1,38], p=0,04).

Cette étude a mis en évidence un lien modéré entre la consommation d’aliments riches en
fer et le degré de surcharge en fer de patients C282Y homozygotes pris en charge par
phlébotomies. Les patients ayant un régime alimentaire plus riche en fer auraient une

surcharge en fer plus importante.

L’AASLD et certains auteurs recommandent, malgré l'absence de preuves, des régles
hygiénodiététiques aux patients C282Y homozygotes (Adams and Barton, 2010; Bacon et al.,
2011). Nous pouvons penser qu’un régime alimentaire approprié pourrait retarder I'apparition
des symptomes, notamment chez les individus C282Y homozygotes qui ne sont pas encore

expressifs.
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Abstract (294 words)

Introduction: HFE hemochromatosis is an innate disorder of iron metabolism mainly associated
with the HFE C282Y/C282Y genotype. Many genetic and environmental factors are viewed to
modulate iron burden of these patients but only few of them have been firmly confirmed. This
study aimed to determine the role of an iron-rich diet on the iron overload of C282Y homozygous

patients treated by phlebotomies.

Methods: The study focused on C282Y homozygous patients enrolled in a phlebotomy
programme between 2004 and 2010 in an area where HFE hemochromatosis is common
(western Brittany, France) (n=286). Dietary iron intake was assessed using an iron-rich food
frequency questionnaire. Mutivariate linear regression was used to investigate the role of an iron-

rich diet on the degree of iron overload.

Results: The food questionnaire was available for 222 patients. Patients with richer iron diet
(n=74) and the other group (n=148) had similar mean age at diagnosis (50.3 vs. 48.3 y., p=0.28)
as well as comparable proportions of men (58.1% vs. 53.4%, p=0.50), overweight patients
(41.4% vs. 43.6%, p=0.77) and alcohol abusers (10.8% vs. 11.0%, p=0.96). Patients consuming
more iron had a higher degree of iron overload. This resulted in a greater amount of iron removed
(3.78 vs. 3.10 g, p=0.02) to normalize iron stores. These results were confirmed by multivariate
analysis: the amount of iron removed was 1.18 fold higher in the richer iron diet group after

adjustment on confounding factors (95% CI: [1.01 ; 1.38], p=0.04).

Conclusion: This study establishes a moderate link between dietary iron intake and the degree
of iron overload in HFE hemochromatosis patients who come to medical attention. Eating habits
may have a impact on iron burden. This could support the promotion of appropriate dietary

advice in non expressive C282Y homozygous persons.
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Introduction

HFE hemochromatosis, the predominant form of hemochromatosis (OMIM #235200), is an innate
disorder of iron metabolism characterized by increased dietary iron absorption (1). Iron burden
can lead to tissue damages and severe clinical complications such as cirrhosis, hepatocellular
carcinoma and cardiomyopathy (2) (3). This can be prevented by early diagnosis and treatment

by regular phlebotomies.

This disease is inherited as an autosomal recessive trait and is mostly associated with the HFE
C282Y homozygous genotype (p.[Cys282Tyr]+[Cys282Tyr] 2) (4). This genotype, which is carried
by approximately 1 person in 200 in Northern European populations, has an incomplete

penetrance as well as an heterogeneous expressivity (5)(6)(7).

Beyond age and gender, many genetic and environmental factors are viewed to modulate iron
burden in HFE hemochromatosis but not all of them have been firmly confirmed. Some of them,
such as high alcohol intake are clearly associated with higher serum ferritin (SF) levels in C282Y
homozygous patients (8)(5). Little is known about diet-related effects on iron accumulation in HFE

hemochromatosis.

Regarding dietary iron intake, several population-based studies have tried to determine whether
dietary iron content influences iron overload regarding HFE status (9). We should keep in mind
that there are two kinds of iron absorbed from the diet: iron bound to heme which is found in
protein such as hemoglobin and myoglobin and iron not bound to heme present in vegetables,
cereals or fruits (10). Moreover, heme iron is more efficiently absorbed from the diet (25-30%)

than non heme iron (5-15 %) and is less subject to the influence of iron absorption modifiers.

Still now population-based studies have included very few HFE C282Y homozygous people
(11)(12). Moreover the findings are not consistent from one study to another. Some studies
found that C282Y homozygous women with a diet rich in heme iron had higher SF concentrations

than wild types (13)(14) whereas other studies did not find any relationship between dietary iron

2 According to the recommandations of the Human Genome Variation Society - http:/www.hgvs.org.
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content and this iron marker (15)(16). Consumption of red meat has been found to have a positive
effect on iron status, individuals with high consumption displaying higher SF concentrations

a7@as).

Other studies have analysed the influence of diet habits known to modify iron absorption. The
regular consumption of fresh fruits seems to have a protective effect against high body iron
overload that is not clearly demonstrated (19). A link between non-citrus fruit consumption and

the decrease of iron absorption has also been reported (20). A clinical trial has also shown that

regular tea drinking with meals reduces the frequency of phlebotomies required in C282Y

homozygous patients (21) whereas another study found no protective effect of tea consumption
(20)-

To date, few studies have focused on C282Y homozygous patients requiring treatment. The aim
of this study was to determine the role of an iron-rich diet on the phenotypic expression of the

C282Y/C282Y genotype in a cohort of patients treated by phlebotomies in an area where HFE

hemochromatosis is common (Brittany, France) (22).
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Patients and methods

Study population

The study focused on the C282Y homozygous patients who were enrolled in a phlebotomy
program in a blood centre of western Brittany (Brest, France) between January 1% 2004 and
December 31 2010. The elevated transferrin saturation (TS; > 45%) and the high serum ferritin
concentration in these patients (SF; > 300 pg/L for men or > 200 ug/L for women) were
diagnosed by general practitioners or gastroenterologists. Patients were then referred to the

blood centre for the achievement of phlebotomies.

This study was approved by the ethical committee of the University Hospital of Brest.

Questionnaire

At entrance in the phlebotomy program, a clinical questionnaire is completed for each patient by
a referral physician. As previously described (8), this questionnaire notably contains information

on socio-demographic characteristics (gender, age at diagnosis, etc), lifestyle factors (weight,

height, alcohol intake, etc), biological parameters (including TS and SF) and clinical signs.

This questionnaire also enables to estimate dietary iron intake. The food part of the questionnaire,
which was established by a dietician, asks about eating habits of a typical week. Patients
reported the number of meals per week in which iron-rich foods such as shells, red meat, eggs,
giblets, dried fruits and vegetables are consumed (table 1). The daily consumption of tea and
vitamin C, which are known to modify iron intestinal absorption, were also sought. Factors known
to increase iron burden such as blood transfusions or iron tablets intake were collected. Patients
were also asked if they did regular blood donations before entrance in the phlebotomy

programme and if they had chronic losses of blood such as hematuria or gastrointestinal bleeding.

In a second time, when iron depletion is reached (ie. when serum ferritin decreases below the
threshold of 50 pg/L), data related to the treatment (ie. the mean volume and the number of

phlebotomies performed since the beginning of treatment) are recorded. This enables to estimate
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the amount of iron removed (assuming that 1 L of blood contains 0.5 g of iron (23), which is used

to assess the degree of iron overload.

Measurement of iron markers and HFE analysis

Iron markers were measured by standard biochemical methods. The C282Y variants were
studied using the 5’- nuclease allelic discrimination method or TagMan method (Applied

Biosystems, Foster City, CA).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SAS software (version 9.02; SAS Institute inc, Cary,

NC).

First, we described the population under study. Categorical variables were expressed as
percentages and compared using the Chi square test or the Fisher exact test in case of little size
samples. Continuous variables were described using mean and standard deviation, or median
and quartiles for variables with a non normal distribution. They were compared using the Student
t test or the Mann-Whitney test. The normality of each quantitative variable was tested using the
Shapiro-Wilk test. A logarithmic transformation (logiy) was used to normalise the distribution of
iron indices that were highly skewed. All tests were performed two-sided, and a p-value less than

5% was considered significant.

We then classified the patients into two groups with regard to their dietary iron habits. We
assigned a score to the patients in relation with the quantity of food they declared eating each
week in order to create two groups (reference group, iron-rich diet group). We compared the
characteristics of these two groups of patients in terms of gender, age at diagnosis, overweight,
alcohol intake, etc. Alcohol intake was considered excessive when weekly consumption
exceeded 21 glasses for men and 14 glasses for women, in accordance with the WHO definition.

Overweight was defined by a body mass index (BMI) = 25kg/m?2.
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We finally performed linear regression analysis to investigate the relationship between dietary
iron content and the degree of iron overload assessed by the amount of iron removed (log
transformed). With log, transformation of the dependant variable, the estimated regression
coefficients (B) corresponded to a 10" time change in the dependant variable per unit increase in
the explanatory variables. After univariate analysis, multivariate analysis was performed to
consider potentially confounding factors such as gender, age at diagnosis, overweight, alcohol,
tea and vitamin C consumption in the analyses. All the variables associated with the amount of
iron removed at a conservative threshold of p<0.20 in univariate analysis were included in the

multivariate analysis.
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Results

Description of the study population

Over the study period, 286 C282Y/C282Y homozygous patients were enrolled in a phlebotomy
program at the blood centre of Brest. The food questionnaire was filled for 222 (77.6%) patients
of the cohort, who were therefore included in the analysis and separated into two groups thanks

to the dietary questionnaire.

Among the 222 patients, 74 (33.3%) were classified in the iron-rich diet group while the 148 other
patients constituted the reference group. As shown in table 1, these two groups of patients had
comparable proportions of men (58.1% vs. 53.4%, p=0.50) and their age at diagnosis was very
close (50.3 vs. 48.3 years, p=0.28). The proportion of overweight patients (41.4% vs. 43.6%,

p=0.77) and of alcohol abusers (10.8% vs.11.0%, p=0.96) did not differ between the two groups.

Dietary iron consumption

As mentioned above, the reference group was composed of 148 patients. Most of them (74.3%)
reported eating red meat one to five times a week and none of them was used to eat red meat
more than five times a week (Table 1). In this group no patient reported shell’s consumption in
their dietary habits and few of them (1.4%) eat dried fruits or dried vegetables. The second group
was composed of 74 patients who reported a greater consumption of food rich in iron. Nearly
25% of these patients were used to eat red meat more than five times a week and 12.2% of them
reported to consume shell from one to three times a week. Most of these patients (78.4%) also

reported consuming dried fruits or dried vegetables from one to three times a week.

Patients of the iron-rich diet group declared a greater consumption of vitamin C (39.4% vs. 18.8%,
p=0.01). The proportion of patients who drunk tea at lunch was not different between the two
groups (17.4% vs. 16.7%, p=0.90). No difference was found between the two groups concerning
the proportion of patients who had blood transfusions (p=0.45), took supplemental iron (p=0.34),

made regular blood donations (p=0.43) and had chronic losses of blood (p=0.40).
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Influence of dietary iron intake on iron burden

As illustrated in table 2, patients who consumed a richer iron diet had a higher iron overload. The
amount of iron removed to reach depletion was significantly greater in this group (3.78 vs. 3.10 g,
p=0.02). The SF concentration also tended to be higher among these patients (median: 749.5 vs.
530.5 ug/L, p=0.06), especially in men (median: 927 vs. 530.5 ug/L, p=0.01). Median TS did not

differ between the two groups (82.0% vs. 83.0%, p=0.48).

The role of dietary iron intake on the degree of iron overload was confirmed by liner regression
analysis (table 3). The multivariate analysis showed that after considering potentially confounding
factors such as gender, age at diagnosis, alcohol consumption, overweight, tea consumption and
SF concentration at diagnosis, the amount of iron removed was 1.18 fold higher in the richer iron

diet group (95% CI: [1.01 ; 1.38], p=0.039).
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Discussion

This study found evidence that dietary habits seem to influence the phenotypic expression of the
C282Y/C282Y genotype. Patients treated by phlebotomies who reported consuming the most
iron rich foods are those who had the largest iron overload. This results in a greater amount of
iron removed to normalise iron stores. Our study took into account the main potentially
confounding factors (gender, age at diagnosis, alcohol consumption, overweight, tea
consumption, supplemental iron and serum ferritin concentration at diagnosis) and the link
established between dietary iron intake and the degree of iron overload in HFE hemochromatosis
patients was confirmed by multivariate linear regression analysis. However the effect of the diet

remains modest compared to those of other factors such as alcohol intake or gender.

The originality of our study was to focus on a cohort of hemochromatosis patients cared in an
area where this disease is particularly common, while so far, most studies have been conducted
in the general population. Therefore we have, for the first time, assessed the relationship

between dietary iron intake and iron burden among patients enrolled in a phlebotomy program.

Regarding internal validity, our study design (ie. a prospective cohort study) is little subject to
selection bias. Patients were enrolled prospectively and the refusal rate of participation in the
study was low. Therefore our cohort included almost all new patients cared in the blood centre of
Brest over the study period. Moreover, as the response rate to the food questionnaire was not
maximal (it was filled for 77.6% of patients), we ensured that the characteristics of the non-
respondents did not differ significantly from those of the respondents (in term of sexe, age at

diagnosis, alcohol consumption and baseline serum parameters).

Another strength of our study is that we used the amount of iron removed to evaluate iron burden.

The use of this marker is known as the reference method to assess total body iron (24) and

enables to describe the characteristics of the treatment. It is also more reliable than SF which can

be increased by other disorders such as metabolic or inflammatory syndromes (25).

139



Résultats

We are aware that our food questionnaire does not enable to precisely estimate the amount of
iron ingested. Another limitation of our study was our inability to quantify the part of heme and
nonheme iron intake by patients. Nevertheless, it is extremely challenging to accurately quantify
the amount of heme and nonheme iron ingested during a long time of life. Anyway, we just
needed to classify the patients into two groups according to their feeding habits because our aim
was to check whether patients with richer iron diet had a higher iron burden. Therefore, we chose

to study the influence of diet by questioning patients about their eating habits.

Regarding external validy, it is difficult to compare our findings with those of previous studies
because our study population is very different. We focused on C282Y homozygous patients
treated by phlebotomies what has not yet been done. Moreover results of previous population-
based studies are often contradictory. In 2005, Cade et al. reported, from a population-based
study on > 35000 UK women aged 35-69 y., that the highest SF concentrations were observed in
postmenopausal women eating a diet rich in heme iron and who were C282Y homozygotes.
Similarly, Greenwood et al. showed the same year, from a cohort of > 2500 UK women, that the
effect of heme iron intake on SF concentrations was 2.0 times greater in C282Y homozygotes
than in the other groups. This led them conclude that women who are homozygous for the C282Y
mutation should be advised to limit their meat consumption, providing they are not anemic. On
the other hand, in 2012, Gordeuk et al. found no significant relationship between dietary iron
content (heme and non heme) and SF concentrations in 213 C282Y homozygotes identified
through the screening of > 100 000 individuals. A recent systematic review concluded that iron

accumulation in HH patients may be affected by dietary interventions modifying iron intake (9).

Our study highlights, for the first time, a link between dietary iron intake and the degree of iron
overload in C282Y homozygous patients treated by phlebotomies. The eating habits may have

an impact on the degree of iron burden as our study confirms the need to remove a larger

amount of iron in these patients to achieve a normal SF level.

People with HFE hemochromatosis may be disadvantaged by public health policies that prevent

iron deficiency. Fortification of food with inorganic iron may also increase the expressivity of iron
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overload in people with HH (Cook 2000). The European Association for the Study of the Liver has
considered that the most important issue was to maintain a broadly healthy diet (26) as there was

no evidence (especially no randomized prospective ftrial) that dietary interventions has a
beneficial effect on the outcome in patients treated by phlebotomies. Despite the lack of evidence
they have nevertheless recommended to avoid iron supplemented foods such as breakfast
cereals. The American Association for the Study of Liver Diseases did the same recommendation

and proposed additionally to avoid vitamin C supplements (27). In an opinion article, Bacon et al.

mentioned that the main dietary management recommendations for patients diagnosed with HFE
hemochromatosis are to avoid supplemental iron, to consume red meats and ethanol in

moderation and not to consume raw shellfish (28).

It is obvious that the regulation of intestinal iron absorption by hepcidin is failing in C282Y
homozygotes (29). We can assume that a long and regular exposure to dietary iron may lead to
a greater intestinal absorption, and although limited, may progressively result in a higher iron
overload of tissues. Therefore, the promotion of appropriate dietary and lifestyle advice may
delay the onset of symptoms, and therefore delay the age of entry into a phlebotomy program.
Such dietary and lifestyle advice could primarily be offered to C282Y homozygous people who
are not yet expressive. An appropriate health diet (including a reduced consumption of red meat
and a high consumption of fresh fruits) associated with a reduction of alcohol intake are the main

factors on which it is possible to act directly.
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Table 1: Characteristics of the C282Y homozygous patients treated by phlebotomies according to
dietary iron intake

Reference group (n=148)  Ironrich diet group (n=74)  p-yalue
N % N %

Gender (n=222) Women 69 46.6 31 41.9

Men 79 53.4 43 58.1 0.50
Age (years) mean + SD 48.3 +13.0 50.3+11.9 0.28
Red meat (n=222)
times/week 0 38 25.7 0 0.0

1to5 110 74.3 56 75.7 NA*

>5 0 0.0 18 24.3
Shell (n=222)
times/week 0 148 100.0 65 87.8

1to3 0 0.0 9 12.2 NA*

>3 0 0.0 0 0.0
Dried fruit and dried vegetables
(n=222)
times/week 1] 146 98.6 16 21.6

1to3 2 1.4 48 64.9 NA*

>3 0 0.0 10 13.5
Tea at lunch (n=210) No 114 82.6 60 83.3

Yes 24 17.4 12 16.7 0.90
Vitamine C (n=209) No 112 81.2 43 60.6

Yes 26 18.8 28 39.4 0.01
Heavy drinking (n=219) No 129 89.0 66 89.2

Yes 16 11.0 8 10.8 0.96
Overweight (n=203) No 75 56.4 41 58.6

Yes 58 43.6 29 41.4 0.77
Blood transfusion (n=220) No 134 91.8 70 94.6

Yes 12 8.2 4 5.4 0.45
Supplemental iron (n=213) No 136 95.8 65 91.5

Yes 6 4.2 6 8.5 0.34
Regular blood donation (n=221) No 103 70.1 48 64.9

Yes 44 29.9 26 35.1 0.43
Chronic losses of blood (n=219) No 144 98.0 69 95.8

Yes 3 2.0 3 4.2 0.40

* NA: not analysable.
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Table 2: Serum marker levels of the C282Y homozygous patients treated by phlebotomies
according to dietary iron intake

Reference group (n=148) Iron rich diet group (n=74) p-value
Median [Q1 ; Q3] Median [Q1 ; Q3]

Transferrin saturation (%) 83.0 [65.0 ;92.0] 82.0 [72.0 ; 91.0] 0.48
Men 86.5 [68.5;92.5] 86.0 [72.0;95.0] 0.62
Women 74.0 [61.0;89.0] 78.0 [67.0; 85.0] 0.75

Serum ferritin (ng/ml) 530.5 [361.5 ; 944.0] 749.5 [393.0 ; 1484.0] 0.06
Men 746.0 [497.0 ; 1353.0] 927.0 [682.0 ; 1665.0] 0.01
Women 382.0 [271.0 ;532.0] 419.0 [252.0 ;770.0] 0.32

Amont of iron removed (g) 3.1 [1.8;4.6] 3.8 [2.5;6.3] 0.02
Men 3.7 [2.9;6.3] 5.7 [3.3;6.9] 0.07
Women 1.8 [1.2;3.2] 2.6 [1.8;3.6] 0.05
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Table 3: Results of linear regression models testing the association of dietary iron intake with the
amount of iron removed to reach depletion (log transformed) in C282Y homozygous patients

treated by phlebotomies.

Univariate analysis Multivariate analysis

Variables 10° 95 % IC p 10° 95 % IC p
Dietary iron intake Reference group ref. ref.

Iron rich diet group 1.27 [1.05;1.55] 0.0155 1.18 [1.01;1.38] 0.0392
Gender Women ref. ref.

Men 1.93 [1.66 ;2.25] <0.0001 1.44 [1.20;1.72] <0.0001
Age at diagnosis (years) <40 ref. ref.

[40-50[ 1.41 [1.11;1.79] 0.0055 1.16 [0.94;1.04] 0.1579

[50-60[ 1.23 [0.97 ;1.55] 0.0877 117 [0.94;1.04] 0.1521

260 1.24 [0.95;1.62] 0.1138 1.28 [1.00;1.64] 0.0485
Heavy drinking No ref. ref.

Yes 1.81 [1.37;2.39] <0.0001 1.31 [1.02;1.69] 0.0355
Overweight No ref. ref.

Yes 1.19 [0.99;1.43] 0.0567 0.98 [0.84;1.15] 0.8246
Tea consumption No ref. ref.

Yes 0.79 [0.62;1.00] 0.0511 0.99 [0.83;1.20] 0.9767
Vitamine C consumption No ref.

Yes 0.97 [0.79;1.20] 0.7968 -
Serum ferritin 1.00 [1.00;1.00] <0.0001 1.00 [1.00;1.00] <0.0001
Supplemental iron No ref. ref.

Yes 0.59 [0.41;0.87] 0.0079 0.90 [0.66;1.24] 0.5325
Chronic losses of blood No ref.

Yes 1.28 [0.74 ;2.24] 0.3753
Blood transfusion No ref.

Yes 0.96 [0.70;1.31] 0.8057
Regular blood donation  No ref.

Yes 1.00 [0.83;1.21] 0.9775
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Discussion générale et conclusion

A. Principaux résultats

Cette étude de cohorte prospective nous a permis d’étudier le lien entre différents facteurs

génétiques et non génétiques et le phénotype des patients atteints d’hémochromatose HFE.

Dans une premiere partie, nous avons confirmé le poids trés relatif du génotype
C282Y/H63D dans la survenue d’une surcharge en fer. Nous avons observé que la
fréequence de ce génotype était plus élevée qu’attendue parmi les patients traités par
phlébotomies. Ces patients sont généralement diagnostiqués plus tardivement et sont plus
frequemment porteurs de facteurs secondaires d’hyperferritinémie. De plus, le degré de
surcharge en fer de ces patients est moins important que celui des patients homozygotes
C282Y. Le rble des facteurs de comorbidité est prépondérant dans I'expressivité de la
surcharge en fer chez ces patients. Le variant H63D, dont I'expression est plus visible en
présence de facteurs de comorbidité, peut donc étre considéré comme un simple facteur

génétique de susceptibilité.

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés a l'influence des grossesses sur
I'expression phénotypique du génotype C282Y homozygote. Aucune étude épidémiologique
n'a été consacrée a I'étude du lien entre grossesses et expression phénotypique de la
maladie chez les femmes C282Y homozygotes. Cette étude est donc la premiéere ciblée
spécifiguement sur cette question. Nous avons confirmé la différence d’expressivité de ce
génotype liée au sexe puisque nous avons bien observé que les femmes étaient
diagnostiquées plus tardivement que les hommes. Nous n’avons en revanche pas confirmé
le caractere protecteur couramment attribué aux grossesses vis-a-vis de la surcharge en fer
des patients C282Y homozygotes. Ces résultats vont dans le sens de données
expérimentales récentes menées chez la souris qui suggérent que la différence pourrait étre

liée a des facteurs hormonaux (Latour et al., 2014; Neves et al., 2010).

Dans une troisieme partie, nous avons rapporté une association modérée mais significative
entre les apports alimentaires en fer et le degré de surcharge en fer des patients C282Y
homozygotes traités par phlébotomies. Les individus qui déclaraient un régime alimentaire

plus riche en fer sont ceux qui présentaient les taux de surcharge en fer les plus importants.
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B. Validité interne de I’étude

Notre étude est peu sujette a des biais de sélection. |l s’agit en effet d’'une étude de cohorte
qui a inclu, de fagon prospective, la quasi-totalité des cas d’hémochromatoses homozygotes
C282Y admis en protocole de saignées dans notre centre pendant la période de I'étude. Le
taux de refus de participation était extrémement faible. De méme, peu de participants ont
arrété le protocole en cours d’étude, avant d’atteindre la phase de désaturation. L’inclusion
des patients est donc quasiment exhaustive.

De plus, le taux de données manquantes pour les variables principales d’intérét est
également faible puisqu’il est seulement, par exemple, de 3 % en ce qui concerne les
grossesses. Cependant, les données sur les habitudes alimentaires des patients n’étaient
disponibles que pour 80 % des individus de la cohorte, mais nous nous sommes assurés
que les caractéristiques des patients inclus et non inclus étaient comparables.

Par ailleurs, ce type d’étude prospective permet de réduire également les biais de mémoire.
Concernant les variables a expliquer, nous avons non seulement utilisé le taux de ferritine
pour évaluer le degré de surcharge en fer des patients mais également la quantité de fer
soutraite pour arriver a désaturation. Cette derniere méthode est la méthode de référence,
lorsqu’elle est bien conduite, pour évaluer le degré réel de surcharge en fer des individus
(Haskins et al., 1952). Ce marqueur est plus fiable que la ferritinémie qui peut augmenter
sous linfluence de nombreux facteurs tels que la prise d’alcool, linflammation ou le
syndrome métabolique.

Nous disposions également d’informations concernant de nombreux facteurs de confusion
(consommation d’alcool, age au diagnostic, surpoids...) qui ont pu étre pris en compte au

moment de I'analyse.

Néanmoins, nous sommes conscients qu’il existe certaines limites a ce travail.

Tout d’abord, concernant I'étude de I'impact du variant H63D sur le degré de surcharge en
fer, nous ne disposions pas des données nécessaires pour prendre en compte I'existence
potentielle d’'un syndrome métabolique chez les patients. Ce syndrome, qui est 'une des
principales causes d’hyperferritinémie, demande de connaitre de nombreux parametres
biologiques et cliniques pour étre identifié (Alberti et al., 2005). En I'absence de ceux-ci, nous
avons da nous contenter de l'indice de masse corporelle qui nous a permis d’identifier les
patients obéses ou en surpoids. De méme, nous n’avons pas pu prendre en compte dans
I'étude tous les génes modificateurs rapportés a ce jour. Nous sommes conscients que
certains variants rares de genes impliqués dans ’'homéostasie du fer peuvent influencer la

surcharge en fer des patients C282Y/H63D notamment.
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Concernant I'étude du réle des grossesses sur le degré de surcharge en fer des patientes
C282Y homozygotes, nous avons également identifié certaines limites. Outre la taille
d’échantillon limitée de femmes incluses (140 femmes), nous ne disposions pas de certaines
données qui nous auraient permis d’ajuster les résultats sur des facteurs de confusion
potentiels. Il aurait été intéressant de connaitre les dates des grossesses pour pouvoir
mesurer le délai entre celles-ci et I'entrée en protocole de saignées. Il nous manquait
également certaines informations sur des facteurs susceptibles de modifier le degré de
surcharge en fer des femmes. Ainsi nous n’avions pas les informations liées a l'allaitement et
a l'importance des pertes de sang menstruelles, facteurs susceptibles de modifier les
paramétres du fer (Blanco-Rojo et al., 2014). Ces données sont difficilement quantifiables et
varient fortement d’'une femme a l'autre. Il aurait également été intéressant de tenir compte
du type de contraception utilisée chez les femmes concernées, sachant que la prise de pilule
contraceptive tend a diminuer le volume de sang menstruel par deux (Nilsson and Sélvell,
1967) tandis que I'emploi de dispositif intra utérin est associé a une augmentation des pertes
sanguines (Guillebaud et al., 1976). Nous avons néanmoins pris en compte les pertes de
sang liées aux dons et aux pertes chroniques physiologiques bien que celles-ci ne soient pas

quantifiées de maniére précise.

Enfin, I'étude du rdéle de l'alimentation sur degré de surcharge en fer des patients C282Y
homozygotes connait des limites. Les données issues du questionnaire alimentaire ne nous
ont pas permis d’établir avec précision les apports en fer héminique et non héminique. Nous
avons recueilli les habitudes alimentaires des patients qui se voulaient le reflet de leur
consommation habituelle, mais ces habitudes ont pu évoluer. De plus, les données
recueillies n’étaient pas complétes pour tous les patients de la cohorte (20 % de données
manquantes), ce qui nous a forcé a exclure un certains nombre de patients au moment de
'analyse. Cependant, nous avons comparé les caractéristiques du groupe de patients inclus
et du groupe de patients exclus de I'étude et nous n’avons pas retrouvé de différences
significatives. Nous avons pu également tenir compte de nombreux facteurs de confusion
tels que les pertes chroniques de sang et les dons réguliers de sang au moment de I'analyse.
Certaines variables, comme la consommation excessive d’alcool, reposent sur des
informations fournies par les patients, les données sont donc déclaratives. Les patients
peuvent avoir oublié leur consommation réelle et donner une valeur approximative (biais de
mémoire). Il se peut aussi que certains patients décident de ne pas révéler leur
consommation réelle, ce qui peut induire une sous-estimation du nombre de consommateurs
excessifs. Cependant, ces biais sont non-différentiels car ils affectent de facon identique les
deux groupes de patients.
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Les données permettant d’estimer la quantité de fer soustraite sont renseignées, pour
chaque patient, au moment de la désaturation. Si le nhombre de saignées est déterminé par
simple comptage, le volume moyen des saignées est quant a lui estimé de maniére plus
approximative pour certains patients dans la mesure ou le volume peut varier au cours du
protocole chez certains patients. En effet, la quantité de sang soustraite est fixée par le
médecin de 'EFS et est fonction de I'état clinique du patient au moment de la saignée.

C. Validité externe de I'étude

Les résultats que nous avons obtenus lors de I'étude du variant H63D sont en accord avec
les données de la littérature (Cheng et al., 2009; Gurrin et al., 2009; Walsh et al., 2006). Le
génotype C282Y/H63D est associé a une surcharge en fer plus modérée que celle des
patients porteurs du génotype C282Y/C282Y. Les patients porteurs du génotype
C282Y/H63D sont également moins fréquents qu’attendus. Ainsi, nous avons confirmé le fait
que le variant H63D doit étre considéré comme un facteur de susceptibilité dont I'impact sur
la maladie est limité lorsqu’il est isolé. Son expression phénotypique est liée a I'association
d’autres facteurs non génétiques tels que le surpoids ou une consommation excessive

d’alcool.

En ce qui concerne I'’étude du réle des grossesses sur le degré de surcharge en fer, nos
résultats semblent plausibles d’un point de vue biologique. Bien que les besoins en fer
augmentent au cours de la grossesse, passant d’environ 0,8 mg par jour au premier
semestre a 10 mg par jour au cours des six dernieres semaines de gestation (FAO/WHO,
2004; Milman, 2006; Schimann et al., 2007; Viteri, 1994), le nombre de grossesses par
femmes en France n’est probablement pas suffisant pour limiter le degré de surcharge en fer
des patientes concernées. Ainsi, le taux de fertilité était de 2,01 enfants par femmes en
France en 2010. Ces résultats vont également dans le sens d’'une étude expérimentale faite
sur des souris Hfe” et qui a montré que les grossesses multiples ne réduisent pas la
quantité de fer stocké dans I'organisme (Neves et al., 2010). Il a méme été observé que les
femelles multipares avaient une absorption intestinale de fer plus importante du fait d’'une
diminution de la synthése d’hepcidine et de BMP6. Les différences observées entre hommes
et femmes pourraient étre liées a des facteurs hormonaux et en particulier a la testostérone.
Il vient d’étre démontré dans un modéle murin que cette hormone inhiberait fortement la
transcription de I'hepcidine, ce qui a pour conséquence d’augmenter I'absorption intestinale

de fer chez les souris méles (Latour et al., 2014).
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A notre connaissance, aucune équipe ne s’est spécifiquement intéressée a I'étude des
grossesses sur la survenue dune surcharge en fer chez les patientes atteintes
d’hémochromatose HFE. Une étude de 1997 mentionne ne pas avoir retrouvé de corrélation
significative entre le nombre de grossesses et la concentration hépatique en fer ou la
quantité de fer soustraite mais aucune donnée n’était présentée dans I'article (Moirand et al.,
1997). Cette méme équipe a observé dans une étude en population générale que le nombre
de grossesses ne différait pas entre les femmes qui exprimaient la maladie et les autres
(Deugnier et al., 2002). Cette donnée était utilisée comme un facteur d’ajustement.

Notre étude analysant linfluence de l'alimentation sur le degré de surcharge en fer des
patients C282Y homozygotes est difficilement comparable avec les autres études
actuellement disponibles dans la littérature. En effet, les populations d’étude sont trés
différentes, certaines concernent des individus dépistés en population générale, d’autres des
échantillons de patients, parfois représentés en faible effectif. Aucune étude ne s’était
jusqu’a présent spécifiquement basée sur une population de patients C282Y/C282Y inclus
en protocole de saignées. Les résulats obtenus dans les différentes études publiées sont de
plus contradictoires. En 2005, I'étude conduite par Cade et ses collaborateurs sur une
population composée de plus de 35000 femmes brittaniques, agées de 35 a 69 ans, a conclu
que les taux de ferritinémie les plus élevés étaient observés chez les femmes C282Y
homozygotes ménopausées qui déclaraient un régime alimentaire riche en fer héminique
(Cade et al., 2005). De méme, une autre étude a montré, la méme année, que l'effet de
I'absorption de fer héminique sur la concentration de ferritine était 2 fois plus important chez
les patients C282Y homozygotes (Greenwood et al., 2005). Ces résultats les ont conduits a
conclure que les femmes C282Y/C282Y devraient se voir conseiller une limitation de leur
consommation de viande. D’un autre cété, une étude publiée en 2012, basée sur 213
individus C282Y homozygotes dépistés en population générale n’a pas établi de lien entre la
consommation de fer alimentaire et la ferritinémie (Gordeuk et al., 2012). Enfin, une revue
systématique de la littérature conduite par Moretti et ses collaborateurs a conclu que le
degré de surcharge en fer des individus atteints d’hémochromatose HFE pourrait étre
influencé par le régime alimentaire (Moretti et al., 2013).

Notre étude, qui établit un lien modéré entre la consommation d’aliments riches en fer et le
degré de surcharge en fer des patients C282Y homozygotes, apporte un regard nouveau sur
le poids de l'alimentation sur I'expressivité phénotypique de I'hémochromaose HFE. Elle
contribue a soutenir 'importance de conseiller un régime alimentaire adapté, en particulier

chez les individus C282Y homozygotes non expressifs.
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D. Perspectives

Nos travaux confirment que I'expression phénotypique de I'’hémochromatose HFE est
modulée par un ensemble de facteurs génétiques et non génétiques dont les degrés
d’'implication dans la surcharge en fer des individus étaient, jusque-la, difficiles a quantifier.
Les différentes études menées sur le sujet étaient hétérogénes sur le plan des populations
incluses et sur les définitions phénotypiques utilisées. Les conclusions étaient donc parfois
contradictoires, notamment en ce qui concerne le rble de I'alimentation. Les roles de certains
facteurs sont encore a éclaircir.

L’hémochromatose HFE est une pathologie qui pourrait se préter a la mise en place d’'une
prévention secondaire. Elle répond en effet aux critéres de 'OMS établis en 1968 pour
définir la possibilité de mise en place d’un dépistage (Wilson and Jungner, 1968). La maladie
représente un enjeu de santé publique, elle est relativement fréquente et est potentiellement
grave. Un traitement simple et efficace existe s’il est mis en place précocement et les sujets
dépistés peuvent en bénéficier. Les moyens appropriés de diagnostic et de traitement sont
disponibles, la maladie est décelable pendant une phase de latence ou au début de la phase
clinique.

Pour mettre en place cette prévention secondaire, il faut disposer d’'un test adapté. On
considére qu’un bon test de dépistage doit présenter les qualités suivantes : simple, fiable,
valide, acceptable et peu colteux. Le dépistage de 'hémochromatose peut reposer sur le
phénotype (critéres biologiques et/ou cliniques) et/ou sur le génotype (recherche de la
variation C282Y). En pratique, le dépistage des individus est difficile du fait de la pénétrance
incomplete du génotype C282Y homozygote. Le fait d’étre porteur de ce génotype n’implique
pas forcément que la maladie va se développer et a contrario, le fait d’avoir une
augmentation des parametres biologiques du fer n’est pas synonyme de découverte du
génotype C282Y homozygote. Il n’existe donc pas a priori de test capable de répondre aux
attentes de la mise en place d’un dépistage de masse.

La prévention secondaire doit donc plutét s’orienter vers un dépistage familial qui est
fortement recommandé mais qui reste insuffisamment proposé (Deugnier and Jouanolle,
2007). Ainsi, I'étude conduite par l'association Hémochromatose France auprés de ses
adhérents a montré que pour 30 % des familles, aucun dépistage génétique n’avait été
réalisé chez les freres et sceurs du probant alors que 60 % des enfants du probant le
réalisaient (Borot, 2001). La sous-population la plus susceptible de développer la maladie
n’est pas celle qui est dépistée en priorité puisque dans cette enquéte moins de 50 % des
freres et sceurs de I'ensemble des probants avaient bénéficié d’'un dépistage (Anaes, 2004).
Ce type de dépistage, qui pourrait étre mené dans la fratrie et la descendance aprés I'dge de
18 ans, n’est pas proposé de fagon systématique dans tous les centres ou sont pris en
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charge les patients. Ces difficultés peuvent étre liées au fait que jusqu’a juin 2013, c’étaient
les probants qui devaient informer les membres de leur famille et, qu’en pratique, ils le
faisaient de fagon trés variable. Certains les incitent au dépistage tandis que d’autres
choisissent de ne pas divulguer leur maladie. Le décret du 20 juin 2013 relatif aux conditions
de mise en ceuvre de linformation de la parentéle dans le cadre d'un examen des
caractéristiques génétiques a finalité médicale est un nouvel outil qui devrait permettre de
faciliter I'information des apparentés et faciliter ainsi le dépistage familial (Décret n°2013-
527, 2013).

Méme si des avancées importantes ont été faites dans la compréhension de
’'hnémochromatose HFE, d’autres études sont toutefois nécessaires pour confirmer les
observations réalisées.

Ainsi, l'unité Inserm UMR 1078 coordonne actuellement une vaste étude épidémiologique
nationale (protocole EMSAI : Enquéte Multicentrique sur les Saignées lItératives), qui va
permettre d’étudier I'association entre différents facteurs génétiques et non génétiques,
évoqués dans notre travail, et le degré de surcharge en fer dans une population plus
importante. En effet, cette étude prévoit d’inclure les patients suivis dans 31 centres de santé
de EFS, soit environ 1500 patients sur 2 ans. L’'objectif principal de cette étude est de
pouvoir mieux connaitre la population de patients inclus en protocole de saignées. Il s’agit
plus précisément de pouvoir différencier, parmi les patients traités par saignées, les cas
d’hémochromatoses génétiques lié au gene HFE, les formes rares d’hémochromatoses et
les principales causes reconnues de surcharge en fer (syndrome métabolique,
consommation excessive d’alcool,...). Cette étude multicentrique permettra également de
colliger des données plus précises sur le syndrome métabolique (incluant la mesure de la
circonférence abdominale par exemple) afin de pouvoir étudier la relation entre ce syndrome

et le degré de surcharge en fer.

Ce travail multidisciplinaire, qui se situe a la jonction de I’épidémiologie, de la santé publique,
et de la génétique a contribué a expliquer une partie de I'hétérogénéité phénotypique de
cette maladie complexe, qui constitue un beau modéle de maladie multifactorielle. L’objectif
était notamment d’obtenir des retombées applicables dans lintérét des patients et

bénéfiques en terme de santé publique.
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Annexe 1 : Teneur en fer des principaux aliments riches en fer, d’aprés (ANSES, 2013)

3 3 P Fruits, léqumes Poissons
Teneur en fer || Lait et produits Cereales et ; - 85 Oeufs et ?
Brs =Vias e Produits camés et autres y mollusques et Autres
(mg/100g) laitiers derives sgétaux ovoproduits crusinde
15-25 Boudin noir cuit Levure alimentaire
Céréales de petit || Foie d’agneau cuit o e
déjeuner au son Foie de volaille
10-15 Céréales de petit cuit Cacao en poudre Bi cr:su it
déjeuner enrichies|| Liévre en ragoit g
Rognon de boeuf,
d'agneau ou de - -
9-10 Biscofte compléte veau cuit G annz de SO
P3té de foie de raine de sésame
volaille a tartiner
8-9 ';gig: g’t‘: Lentille séche
Foie diu?te MSS€ || Haricot blanc sec
7-8 Germe de blé Criiir o Roatk Pistache rotie et Moules cuites
cuit salee
Fane r‘?:nvszu c:'c't Chanterelle crue
6-7 oq gt 2o Graine de Huitre crue
Foie gras tournesol
Paté de campagne Persil frais
- - Chevreuil roti Abricot sec -
5-6 Blé tendre entier Bavetii de bosuf ot Jaune d'oeuf
grilléee Noix de cajou
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Annexe 1 (suite) : Teneur en fer des principaux aliments riches en fer, d’apres (ANSES, 2013)

; - o Fruits, lequmes Poissons,
Teneur en fer || Lait et produits Céreales et 2 - Vs Oeufs et
(mg/100g) laitiers derivés Produits cameés ste ;eut:f:( ovoproduits moclrl:g,gézz ot Autres
Muesli
Flocon d'avoine Boeuf braisé
4-5 Biscotte diétetique| Steak de cheval Amande
au son cru
Biscuits apérnitif
Paté de foie de
porc
_ Flanchet de boeuf .
35_4 Farine de blé cqlt _ Noisalta Bulot cuit Levure de
. complet Rosbif cuit Escargot cru boulanger
Oie rétie
Boeuf a
bourguignon cuit
Lait de noix de
coco
Noix de coco
‘ seche
Boeuf ac;:i)tt-au-feu Lentille cuite Crevette cuite
3-35 Farine de sarrasin|  Paté de lapin it £ foe & s Pl Besciets apoetis
! Bifteck grillé Noix du !Brésﬂ Coquille S!- au fromage
Faux-filet grillé CDatte séche Jacques cuite
oncentré de
tomate
Soupe aux
légumes

184




Annexe 2 : Questionnaire médical

185



QUESTIONNAIRE MEDICAL CentredeSanté .....................................

patients inclus dans un protocole de saignées Numéro d’identification

Sexe H[] F[J Année de naissance Département de naissance

CIRCONSTANCES DE DECOUVERTE DE LA SURCHARGE EN FER

Enquéte familiale [ Autre []
Age au diagnostic ans
Signes d'appel (préciser) Poids kg
Taille cm
RENSE'GNEMENTS BlOLOGlQUES Au moment du diagnostic
Année du diagnostic
Fer sérique pumollL,  Fer sérique pgrdl,  Coeff. SAT % Ferritine ng/mL
S.G.O.T. UL S.G.P.T. UL, Gamma-GT uiL V.G.M s
Glycémie gL, Cholestérol gl Triglycérides g/, Acide urique mmol/L
C.R.P. mg/L, Ag HBs Ac Anti-HBc Ac Anti-HCV
Commentaire
PONCTION BIOPSIE HEPATIQUE L.LH.F. S.H.F.
Oui [ Non [ Date Commentaire
ECHOGRAPHIE HEPATIQUE Commentaire
Oui [ Non [ Date
I.R.M. C.H.F. dosage estimé umol/g
Oui 1 Non [ Date Commentaire
RECHERCHE DES MUTATIONS DU GENE HFE
+/+ +/+ ++
C282Y +/- H63D /- S65C /- AUTRES
-/- -/- -/-

Mutation a I'état homozygote (+/+) - Mutation a I'état hétérozygote (+/-) - Absence de la mutation (-/-)



RENSE'GNEMENTS CLINIQUES Au moment du diagnostic

OUI NON OUl NON

Asthénie U Troubles métaboliques 0 o

Mélanodermie Hypercholestérolémie []
Hypertriglycéridémie [
Cardiopathie

O
O O
O O Hyperuricémie O
H.T.A O O Porphyrie Cutanée Tardive O O
Hépatomégalie O O Hépatites virales chroniques O O
Arthropathie O O Hépatite B [] (date)
Diabéte 0O 0O Hépatite C [] (date)
Type 1 [ Type 2 [ Autres [1 (préciser)
Hypogonadisme 0O O Maladies hématologiques (préciser) O O

Antécédents médicaux

et chirurgicaux

Traitement en cours

SOUSTRACTIONS SANGUINES Protocole d'attaque
Date de Nombre Volume moyen Valeurs biologiques a la désaturation
désaturation de saignées prélevé par saignee Fer sérique Coeff. Saturation Ferritine
ml pmol/l % ng/ml

OBSERVATIONS




FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX

DONS DE SANG ET/OU PERTES PHYSIOLOGIQUES

= DONS REGULIERS DE SANG Oui [] Non [] Si oui, nombre

= PERTES CHRONIQUES

Saignements gastro-intestinaux Oui [] Non []
Hématurie chronique Oui [] Non []
Infections parasitaires Oui [l Non []
Autres
= POUR LES FEMMES
Grossesses Oui [] Non [] Si oui, nombre
Contraception et/ou
traitement hormonal Oui [] Non [] Oestrogéne [ | Stérilet [ ]
Ménopause Oui [] Non [] Si oui, age
APPORT EXCESSIF EN FER \
= TRANSFUSION SANGUINE oui [ Non [] Si oui, nombre
= SUPPLEMENTATION EN FER Oui [] Non []
Durée et nature du traitement
= ALIMENTATION RICHE EN FER Nombre de repas/semaine
Coquillages o [ 1-3 [] >3 []
Abats, viandes rouges et oeufs o [l 1-5 [] >5 [
k Fruits secs et oléagineux, légumes secs o [l 1-3 [ >3 D/

AUTRES FACTEURS

= CONSOMMATION IMPORTANTE DE SUBSTANCES SUSCEPTIBLES DE MODIFIER L’ABSORPTION DU FER

Thé (pendant et/ou en fin de repas) Oui [] Non []
Vitamine C (médicament et/ou fruits) Oui [] Non []

Nombre de fruits riches en vitamine C par jour
= CONSOMMATION D’ALCOOL

Type de consommation Quotidienne [] Occasionnelle [] Nulle []

Nombre de verres d’alcool par jour (vin, alcool fort, biere,...)

Antécédents d'alcoolisme Oui [] Non [] Si oui, nombre d’années

Date de 'arrét




Centre de Santé Numéro d’identification

Sexe H ] F [ Année de naissance

ALIMENTATION RICHE EN FER

Nombre de repas/semaine

Coquillages 0 [ 1-3 [ >3 []
Abats, viandes rouges et oeufs 0 [] 1-5 [] >5 []
Fruits secs et oléagineux, légumes secs o [ 1-3 [] >3 [

ALIMENTS RICHES EN FER ‘

E COQUILLAGES Moules, coques, huitres |
E ABATS Boudin, foie, rognons, coeur |
| VIANDES ROUGES !
: OEUFS i
E FRUITS SECS Abricots, raisins, pruneaux, noix de coco E
E FRUITS OLEAGINEUX Noix, noisettes, cacahuetes, pistaches, amandes |
| LEGUMES SECS Haricots blancs/rouges, lentilles, pois chiche ,:

CONSOMMATION IMPORTANTE DE SUBSTANCES SUSCEPTIBLES DE MODIFIER L’ABSORPTION DU FER

Thé (pendant et/ou en fin de repas) oui [] Non []

Vitamine C (médicament et/ou fruits) Oui [] Non []

Nombre de fruits riches en vitamine C par jour

FRUITS OU JUS DE FRUITS RICHES EN VITAMINE C

KIWIS
AGRUMES Oranges, pamplemousses, clémentines, citrons
FRUITS EXOTIQUES Mangues, papayes

B 033 0 EN 008 Version 1

Questionnaire a remettre au médecin lors de votre prochaine saignée



ARBRE GENEALOGIQUE

NE MENTIONNER NI NOM, NI PRENOM, UNIQUEMENT L’ ANNEE DE NAISSANCE

Génération |

(Les parents du probant)

Génération Il

(Le probant et sa fratrie)

Génération Il

(Les enfants du probant)

1.- Utiliser des carrés (homme) et des cercles (femme) pour I'indication du sexe
2.- Indiquer par une étoile la position du probant sur I'arbre
3.- Indiquer par une fléche les sujets qui présentent ou qui ont présenté une surcharge en fer

Le patient est apparenté aux malades suivants :

Lien de Parenté Sexe Année de Naissance
HO FQO
HO F[O
HO F[O
HO F[O

B 033 0 EN 008 Version 1
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Annexe 3 : FICHE D’INFORMATION AUX PATIENTS

Madame, Monsieur,

Nous sollicitons votre participation a une étude épidémiologique dirigée par le Professeur Claude FEREC,
Directeur Médical et Scientifique de I'Etablissement Francais du Sang — Bretagne, en collaboration avec le
Docteur ............coooiiiii de I'Etablissement Francgais du Sang —sitede .............................

Cette fiche d’information peut contenir des termes que vous ne comprenez pas. N’hésitez pas a demander

au médecin ou au personnel de I'étude de vous expliquer tout mot ou toute information que vous ne
comprenez pas clairement.

Contexte de I'étude :

A la suite de la découverte d’une surcharge en fer, un protocole thérapeutique vous a été proposé. Ce
protocole comprend deux étapes. La premiére, qualifiée de «phase d’attaque», a pour objectif de dépléter
'organisme de la surcharge accumulée. Elle consiste classiquement en la soustraction hebdomadaire
d’'une poche de sang de 350 a 500 mL. La deuxiéme phase du traitement, qualifiée de «phase
d’entretien», a pour but d’éviter une réaccumulation de fer. Il s’agit d’un traitement a vie qui, suivant le
bilan biologique, va consister a réaliser des soustractions de sang tous les deux a six mois.

Les surcharges en fer sont particulierement fréquentes dans I"Ouest de la France. Leurs origines sont
diverses et sont encore difficiles a classer. On distingue cependant le groupe des surcharges en fer
innées, qui repose aujourd’hui sur la présence de mutations au sein de six génes du métabolisme du fer
(génes des hémochromatoses héréditaires), des surcharges en fer acquises qui, en France, sont
essentiellement le fait d’'un syndrome polymétabolique ou d’une cirrhose évoluée. On sait également que
plusieurs cas de surcharges en fer peuvent relever d’une interaction entre des facteurs génétiques et des
facteurs non génétiques (ou facteurs environnementaux).

But de I'étude :

Il s’agit d’analyser les facteurs génétiques et environnementaux a l'origine des surcharges en fer
observées chez les patients admis dans un protocole de soustractions sanguines au sein de I'un des sites
de I'Etablissement Francais du Sang.

Contrainte :

Dans le cadre du suivi médical lié a votre surcharge en fer, les valeurs de plusieurs paramétres
biologiques vont étre déterminées. Des analyses génétiques visant a établir un diagnostic
d’hémochromatose  héréditaire  vous seront également proposées. Celles-ci consisteront
systématiquement en une recherche des mutations C282Y, H63D et S65C du gene HFE. Dans un
deuxieme temps, en fonction des éléments portés a la connaissance du Docteur ............................... ,
une recherche de mutations rares sur I'ensemble des génes associés a une forme d’hémochromatose
héréditaire pourra étre envisagée.
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Pour les besoins de I'étude épidémiologique a laquelle nous vous demandons de participer, nous avons
augmenté le nombre de rubriques du questionnaire médical utilisé par les médecins en charge des
protocoles de soustractions sanguines au sein de I'Etablissement Frangais du Sang.

Déroulement de I’'étude :

L’étude sera réalisée a partir des questionnaires médicaux collectés sur les sites participant. Les données
de ces questionnaires seront transmises, sous couvert d’anonymat, sur le site de Brest afin d’y étre saisies
et analysées.

Le fichier informatique contenant I'ensemble des informations a fait I'objet d’'une déclaration a la
Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés. Vous pouvez vous opposer a la saisie des
informations vous concernant sans encourir de conséquences. Les soins prodigués par I'’équipe médicale
seront bien sdr toujours méticuleux. Si vous acceptez de participer a I'étude, vous garderez un droit
d’accés et de rectification a tout moment sur les données enregistrées. Vous pourrez exercer ce droit
auprésdu Docteur ...

Cette étude a recu un avis favorable du Comité d’Ethique de Brest le 15 décembre 2003.

A la fin de I'étude, vous pourrez, a votre demande, étre informé des résultats globaux obtenus en vous
adressant a :

Monsieur le Professeur Claude FEREC
Directeur Médical et Scientifique
Etablissement Francais du Sang - Bretagne
46 rue Félix Le Dantec

BP 62025
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Annexe 4 : FORMULAIRE DE CONSENTEMENT

Je SoUuSSIgNE(), (NOM €t PrENOM) ... ...\
déclare avoir été informé(e) par le DOCteUr ... ...
de I'Etablissement Francgais du Sang —site de ................
de la nature, des buts et des contraintes de I'étude épidémiologique «Recherche et analyse des
facteurs génétiques et environnementaux a l'origine des surcharges en fer observées chez les
patients admis dans un protocole de saignées au sein des Etablissements de Transfusion Sanguine

du Grand Ouest» et donne mon accord de participation.

Cette étude est dirigée par le Professeur Claude FEREC, Directeur Médical et Scientifique de

I'Etablissement Francais du Sang — Bretagne.
Il m’a été précisé que je suis libre d’accepter ou de refuser.

J’accepte de participer a cette recherche dans les conditions précisées dans la fiche d’information et

mon consentement ne décharge en rien les organisateurs de leurs responsabilités.

Je conserve tous mes droits garantis par la loi. Si je le désire, je serai libre a tout moment d’arréter

ma participation en informant le médecin.

Les données qui me concernent resteront strictement confidentielles. Je n’autorise leur consultation
que par des personnes qui collaborent a la recherche désignée par l'organisateur, et les

représentants des autorités de santé. Je pourrai a tout moment demander des informations

complémentaires au Docteur ... (Teél: ....... [, [o...... /. [o..... )
Faita..............................
Le .o

Signature de l'investigateur, Signature du patient,

B 033 0 EN 006 Version 1

Exemplaire a remettre au patient



EFS

-_ 4

CONSENTEMENT ECRIT
POUR UNE ETUDE DE GENETIQUE A DES FINS MEDICALES

JE SOUSSIgNG, .o , aprés avoir regu
les informations nécessaires du Docteur

sur la maladie

accepte que soit réalisées :

O sur moi-méme
O surmonenfant mineur : NOM ... ...ttt , prénom

O sur la personne placée sous matutelle : nom ....................ooinn. ,prénom ...

les analyses qui permettront de déterminer si mon patrimoine génétique contient une ou plusieurs mutations

associées avec la maladie envisagée ou présente.

Signature,

B 033 0 EN 007 Version 1

Exemplaire a remettre au patient






Résumé

Hémochromatose HFE : influence de facteurs génétiques et non génétiques sur I'expression
phénotypique

L’hémochromatose HFE est une maladie du métabolisme du fer liée au géne HFE dont la
principale mutation est C282Y. L’objectif général de ce travail était d’étudier linfluence de
facteurs génétiques et non génétiques sur I'expression phénotypique de patients atteints
d’hémochromatose HFE. Cette étude prospective incluait les patients C282Y/C282Y et
C282Y/H63D inclus en protocole de saignées entre janvier 2004 et décembre 2011 au centre de
santé brestois de I'EFS-Bretagne. Dans un premier temps, nous avons étudié l'influence du
génotype C282Y/H63D sur la survenue d’une surcharge en fer. Nous avons confirmé que le
variant H63D doit étre considéré comme un facteur de susceptibilité dont I'expression est liée a la
présence de co-facteurs responsables d’une hyperferritinémie. Ensuite, nous avons étudié le réle
des grossesses et de lalimentation sur I'expression phénotypique du génotype C282Y
homozygote. Nous avons montré qu’il existe bien une différence d’expressivité clinique liée au
sexe chez les patients C282Y/C282Y. Cependant, nos données n’ont pas confirmé [I'effet
protecteur typiquement attribué aux grossesses pour expliquer la plus lente accumulation de fer
chez les femmes. Cette étude a également mis en évidence une association modérée entre la
consommation d’aliments riches en fer et le degré de surcharge en fer des patients C282Y
homozygotes traités par phlébotomies. Ce travail contribue a mieux comprendre I’hétérogénéité
phénotypique observée dans I'hémochromatose HFE. La finalité est de pouvoir repérer
précocement les sujets les plus a risque de développer les surcharges en fer les plus sévéres et
par conséquent des complications cliniques.

Mots-clés : Hémochromatose HFE - C282Y - Maladie multifactorielle - Surcharge en fer -
Pénétrance incomplete — Epidémiologie — Grossesse - Alimentation

Abstract

HFE hemochromatosis : influence of genetic and non genetic factors on phenotypic expression

HFE hemochromatosis is a disorder of iron metabolism related to the HFE gene whose main
mutation is C282Y. The overall aim of this study was to investigate the influence of genetic and
non genetic factors on phenotypic expression of patients with HFE hemochromatosis. This
prospective study included the C282Y/C282Y and C282Y/H63D patients enrolled in a phlebotomy
program between 2004 and 2011 in a blood centre of western Brittany (Brest, France). First, we
assessed the weight of the C282Y/H63D genotype in the occurrence of iron overload. We
confirmed that H63D is a discrete genetic susceptibility factor whose expression is most visible in
association with other co-factors responsible for hyperferritinemia. Then we investigated the
effect of pregnancies and iron-rich diet on phenotypic expressivity of the C282Y/C282Y genotype.
We have shown that there is a difference in clinical expression related to gender in C282Y/C282Y
patients. However our findings did not confirm that pregnancies protect against iron accumulation
in women. This study established a moderate link between dietary iron intake and the degree of
iron overload in HFE hemochromatosis patients who come to medical attention. This work
contributes to a better understanding of the phenotypic heterogeneity observed in HFE
hemochromatosis. The purpose is to identify precociously subjects the most at risk of developing
iron overload and therefore clinical complications.

Keywords: HFE hemochromatosis - C282Y - Multifactorial disease - Iron overload - Incomplete
penetrance — Epidemiology — Pregnancy - Diet



