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INTRODUCTION GENERALE

Le fer, comme de nombreux autres éléments, est indispensable a la vie. Initialement
absorbé par 1’alimentation, il joue un réle, une fois présent dans 1’organisme, dans un nombre
important de métabolismes et de fonctions cellulaires. Ainsi, un déficit en fer entrave le bon
fonctionnement de I’organisme et peut mener a des situations pathologiques sévéres. A
I’inverse, un exces de fer peut également conduire a des conséquences déléteres pour les
organes, jusqu’a mener, au terme de certaines conditions pathologiques, au décés du sujet. De
ce fait, une régulation constante et affinée du metabolisme du fer est nécessaire au
fonctionnement normal de 1’organisme, et par conséquent, a la santé du sujet.

Parmi les nombreuses protéines entrant en jeu dans cette homéostasie du fer, la
céruloplasmine joue un réle important. Ainsi, I’absence de cette protéine est la cause d’une
pathologie rare d’origine génétique, I’acéruloplasminémie héréditaire. Cette pathologie donne
lieu a d’importantes dysfonctions du métabolisme du fer, conduisant a de graves
complications pour le sujet. Ces constatations soutiennent le role majeur de la céruloplasmine
dans le contréle du métabolisme du fer. Malgré de nombreuses études visant a élucider le role
de la céruloplasmine, les caractéristiques biologiques liées a son absence laissent a penser que
sa fonction au sein du métabolisme du fer pourrait étre incomplétement comprise a ce jour.

Ainsi, la revue de littérature qui va suivre aura pour objectif de décrire le
fonctionnement du metabolisme du fer, puis de décrire I’acéruloplasminémie héréditaire en la
replacant dans le contexte plus large des pathologies génétiques de surcharge en fer, avant
d’aborder finalement la présentation de la céruloplasmine, au travers d’une description de son
géne codant, de la protéine, de son activité enzymatique, et enfin de ses roles biologiques

connus.

1. Le métabolisme du fer

L’homéostasie globale du métabolisme du fer repose en partie sur I’équilibre entre les
apports et les pertes en fer de ’organisme 2. Le fonctionnement de ce dernier nécessite que
20 milligrammes de fer soient apportés chaque jours aux cellules 2. Les apports alimentaires
quotidiens representent environ 10 a 20 milligrammes de fer, dont seulement 1 a 2
milligrammes sont absorbés par la muqueuse intestinale % Par ailleurs, le recyclage des
érythrocytes sénescents par les macrophages, notamment de la rate, fourni chaque jour
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environ 20 milligrammes de fer bio-disponible pour 1’organisme 2. En contrepartie, les pertes
quotidiennes incompressibles en fer de 1’organisme représentent environ 1 a 2 milligrammes,

que vont compenser les apports extérieurs

. Les pertes ont principalement lieu via la
desquamation cellulaire, en particulier issue de la muqueuse intestinale et de la peau, les
pertes sanguines, les pertes biliaires, et dans une moindre mesure, les pertes urinaires 23, Par
ailleurs, le métabolisme du fer est maintenu a 1’équilibre par divers mécanismes de régulation,
systémiques et cellulaires, agissant au niveau du stockage du fer, de son recyclage
macrophagique, et de son absorption intestinale qui par ailleurs constitue la seule source
extérieure de fer pour ’organisme 2. La circulation du fer dans le systéme porte suite & son

absorption et son recyclage est représentée de maniére simplifiée (Figure 1) *.

Vers la circulation
systémique

RATE

Veine porte Veine splénique

Captation du fer par les
hépatocytes

Recyclage du fer par les
macrophages

Veine mésentérique supérieure

DUODENUM
_—

Absorption du fer par
les entérocytes

Figure 1 : Schéma simplifié de la circulation du fer dans le systéme porte

Le fer est absorbé au niveau des entérocytes du duodénum. puis passe dans la circulation veineuse meésentérique

supérieure. avant de rejoindre la veine porte pour y étre capté par les hépatocytes ~*. Le fer libéré dans la

circulation veineuse splénique aprés son recyclage par les macrophages de la rate rejoint également la veine
24

porte 7.
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1.1. Absorption intestinale du fer

Le fer est absorbé au niveau intestinal dans le duodénum 2. Les principales sources de
fer présentes dans 1’alimentation humaine proviennent d’une part des viandes, fournissant du
fer héminique, tandis que le fer non-héminique est majoritairement présent dans les céréales
et les légumineuses ; certains micronutriments tels que la vitamine C, semblent pouvoir
accroitre ’absorption du fer alimentaire 2°. Afin de ne pas précipiter dans la lumiére
intestinale et de pouvoir étre absorbé, le fer non-héminique sous forme ferrique subira au
préalable, une phase de solubilisation dans 1’estomac, grace au potentiel hydrogéne (pH) acide
de ce dernier ®’. Les deux principales formes de fer, héminique et non-héminique, empruntent

des voies différentes au cours de leur absorption (Figure 2) .

1.1.1. Absorption du fer non-héminigue luminal

- Etape de réduction du fer

Une étape de réduction du fer (Fe)** présent dans la lumiére duodénale, est nécessaire
préalablement a son absorption par la muqueuse du duodénum, au niveau du pdle apical des
entérocytes ®°. Il est admis que ce role est assuré par Duodenal cytochrome b (Dcytb), une
enzyme reductase ayant été identifiée au niveau des microvillosités duodénales, sur la
membrane apicale des entérocytes 2*%!. [’ascorbate a de plus été décrit comme étant un
substrat donneur d’électrons majeur utilisé par Dcytb pour la réduction de Fe** 8213 Ce
transfert d’électron semble par ailleurs provenir de 1’ascorbate intracellulaire, a destination du
fer extracellulaire ***3. Il a cependant été rapporté que I’absence de Dcytb n’induisait aucun
signe de carence en fer, laissant ainsi supposer que la présence de cette enzyme n’est pas

indispensable a la réduction du fer ferrique alimentaire présent au niveau duodénal 3,

- Etape d’absorption du fer

L’absorption entérocytaire du fer réduit sous sa forme Fe”" est réalisée par la protéine
Divalent Metal Transporter 1 (DMT1), un transporteur décrit comme pouvant prendre en
charge une variété de cations divalents, dont le fer ferreux, qui a la plus forte affinité *>°. A
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ce titre, DMT1 semble exercer un transport médié par gradient électrochimique de protons
+ 15,17

hydrogénes (H) . La nécessité de DMT1 dans I’absorption entérocytaire du fer non
héminique a par ailleurs été rapportée, I’absence de ce transporteur donnant lieu a des signes
de carence sévere en fer, se traduisant notamment par une anémie, cette derniere étant par

ailleurs également liée au fait que DMT1 joue un role dans les cellules érythroides *52°.

1.1.2. Absorption du fer héminique luminal

- Absorption du fer héminique par transport transmembranaire

L’import du fer héminique luminal vers le cytosol entérocytaire peut étre réalisé par
transport transmembranaire, et semble a ce titre pouvoir étre assuré par la protéine Haem
Carrier Protein 1 (HCP1), exprimée au niveau de la membrane apicale des entérocytes ; le

role de cette protéine est cependant contesté >

. Faisant suite a ’absorption de la molécule
d’héme, cette derniére est dégradée par I’enzyme Heme Oxygénase (HO)-1 ; cette derniére
serait potentiellement enchassée a la membrane du réticulum endoplasmique, avec son site
actif présent du coté cytosolique de la membrane, et libérerait ainsi le cation Fe** contenu par
I’héme, dans le cytosol de I’entérocyte 2?7, L’enzyme HO-1 verrait son expression modulée

. \ A . . 25,2
par la présence d’héme, notamment au pdle apical de I’entérocyte 2

- Absorption du fer héminique par endocytose

Certaines données suggérent que le fer héminique puisse également étre absorbé par
entocytose au sein des entérocytes, probablement suite a la fixation de I’héme a un récepteur
situé sur la membrane plasmique 2. A la différence du fer héminique passant directement
dans le cytosol par transport transmembranaire, la molécule d’héme internalisée par
endocytose semble étre dégradée au sein de I’endosome par ’enzyme HO-2 . La libération
du fer inorganique de I’endosome vers le cytosol ne semble pas assurée par la protéine

DMT1, suggérant ainsi I’intervention d’un autre transporteur 3

1.1.3. Export du fer entérocytaire

- Export du fer par la ferroportine

15



L’export du fer Fe?* contenu dans le cytosol entérocytaire a lieu grace a la
ferroportine, une protéine membranaire réalisant un réle de transporteur au niveau du pdle
basolatéral de ’entérocyte, en opérant le passage de Fe®* vers le sang veineux mésentérique
3132 | a ferroportine est considérée comme essentielle & la libération du fer entérocytaire en

o . e . 33
direction du sang, au regard des données récoltées chez I’animal

. Cependant chez
I’Homme, des mutations hétérozygotes du gene de la ferroportine, dans le cas de la maladie
de la ferroportine a transmission dominante, ne semblent pas donner lieu a une accumulation
de fer non-héminique dans I’entérocyte **. En outre selon certaines données, le fer contenu
dans I’entérocyte pourrait étre exporté directement a 1’état de fer-héminique par la protéine
Feline Leukemia Virus subgroup C Receptor-related (FLVCR), un transporteur exportant
I’héme intracellulaire, et dont I’expression a été détectée de maniere importante dans des

cellules intestinales humaines .
- Le bloc muqueux

La seconde phase de I’absorption du fer est donc sa sortie de 1’entérocyte au niveau du
pole basolatéral, en direction du plasma ‘. Cependant, lorsqu’une certaine quantité de fer a
déja été absorbée, les atomes de fer restant dans les entérocytes ne sont pas exportés et restent
bloqués dans ces cellules **%". Ce phénoméne a lieu sous I’effet de I’hepcidine, un peptide
hyposidérémiant bloquant notamment la sortie du fer entérocytaire vers le plasma, et dont la
fonction sera détaillée dans les chapitres suivants (partie 1.5.1., pages 37 et 38) ®. Le fer resté
dans I’entérocyte est alors séquestré par la ferritine, la molécule de stockage du fer %%, Ce
phénomene d’immobilisation du fer dans I’entérocyte en réaction a 1’absorption préalable
d’une certaine quantité de fer, répond couramment a 1’appellation de « bloc muqueux » ¥3"%,
La desquamation réguliére des entérocytes permet de suggérer que, potentiellement, le fer
séquestré au sein de ces cellules ne sera finalement pas absorbé par I’organisme *°. Les détails
relatifs au stockage du fer dans la ferritine seront présentés dans les chapitres suivants (partie

1.3.2., pages 25 et 26).

- Oxydation du fer ferreux par [’héphaestine
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Conjointement a la sortie du fer via la ferroportine, 1’oxydation de ce dernier a lieu par

le biais de I’héphaestine, une enzyme possédant une activité ferroxydase, et appartenant a la

famille des « multicopper oxidases » “**

. L’hephaestine est présente au niveau de la
membrane basolatérale des entérocytes, et semble localisée a proximité de la ferroportine,
suggerant une activité étroitement liée entre ces deux protéines lors de la sortie du fer
entérocytaire **. Par ailleurs, le role de la céruloplasmine, une ferroxydase circulante,
également de type «multicopper oxidase », a aussi été évoqué dans la sortie du fer

4446

entérocytaire . Il apparait en effet qu’en conditions de carences en fer, la céruloplasmine

puisse jouer un réle complémentaire vis-a-vis de 1’héphaestine lors du processus d’oxydation

46,47

du fer, au sortir des entérocytes Les caractéristiques et fonctions connues de la

ceruloplasmine seront détaillées dans les chapitres a venir (partie 3., pages 59 a 78).

Lumiére duodénale Héme
A /
HCP1 \ - Héme

Péle apical Dcytb

Péle basolatéral
W
Hephaestine

R
Y / ]

- f W
Circulation mésentérique -3 Haéme _—> Fe3t
2 Fel+ Fea+ —

Figure 2 : Représentation de l’absorption entérocytaire du fer héminique ef non-héminique.

FLVCR

Le fer ferrique luminal est réduit par Deytb, puis absorbé au pole apical par le transporteur DMT1 »1%1LI%15 1 ¢

fer héminique est absorbé au péle apical par le transporteur HCP1, puis dégradé dans le cytosol par HO-1,

21-27

libérant ainsi du fer ferreux . Par ailleurs, le fer héminique est également absorbé par endocytose, puis

dégradé par HO-2, libérant ainsi du fer ferreux dans I'endosome ; le fer ferreux endosomal est ensuite exporté

dans le cytosol 2", Le fer ferreux présent dans le cytosol est par la suite exporté dans la circulation veineuse
ESTE R -
~°. L héphaestine oxyde le fer venant

404398
=™ Par

mésentérique, au pdle basolatéral de 'entérocyte, grice a la ferroportine
d’étre exporté, lui permettant de se fixer a la transferrine, la protéine de transport plasmatique du fer
atlleurs, 1’héme cytosolique non-dégradée pourrait étre directement exportée dans le plasma grice au
transporteur FLVCE =
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1.2. Transport plasmatique et captation cellulaire du fer

Le fer plasmatique est principalement présent sous forme de fer lié a la transferrine, la
forme de fer permettant la délivrance de ce métal aux cellules de I’organisme *® La captation
de ce fer a lieu dans divers types cellulaires ; cependant, les cellules erythroides restent les

. . . 48
plus grandes consommatrices de fer au sein de 1’organisme ™.

1.2.1. Transport plasmatique du fer lié a la transferrine

- La transferrine

La transferrine est une glycoprotéine plasmatique B1-globuline, d’un poids moléculaire
d’environ 76 kilodaltons (kDa) *!. La protéine semble majoritairement exprimée et sécrétée
par les hépatocytes, bien que d’autres types cellulaires tels que les cellules de Sertoli, les
épendymocytes et les oligodendrocytes semblent I’exprimer également %6 | a transferrine
peut étre retrouvée majoritairement dans le serum, mais aussi dans la bile, la lymphe, le lait
maternel, le liquide amniotique, céphalo-rachidien, et synovial **®. Dans le sérum, la
transferrine est présente & une concentration située entre 2 et 4 grammes par litre >*®!. Formée
de 679 acides aminés, cette glycoprotéine comprend notamment deux sites de N-glycosylation
en N413 et N611, ainsi que 19 ponts disulfures stabilisant sa structure secondaire ***°%. La
transferrine est par ailleurs composee de deux lobes, un lobe N et un lobe C, d’environ 330
acides aminés chacun °*®2. Sur chacun des deux lobes, deux domaines sont présents et
forment deux a deux un site a méme de fixer les ions métalliques ; de sorte que la protéine

comporte au total deux sites de fixation des atomes de fer ferrique >°2.

- Formation du complexe fer-transferrine

Sur chacun des lobes de la protéine, quatre résidus présents sur le site de fixation des
ions métalliques se lient directement a I’atome de fer ; il s’agit des résidus D63, Y95, Y188,
H249 pour le lobe N, et des résidus D392, Y426, Y517, et H585 pour le lobe C °%0%%3 | 3
stabilité de la liaison de ces sites aux atomes de fer semble assurée par les résidus

environnants ; a ce titre notamment, K206 et K296, situés sur des domaines opposés sur le
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lobe N, sont reliés par une liaison hydrogene lorsqu’un cation de fer ferrique est présent sur le
site de fixation, ceci permettant le maintien du cation sur le site °*®®. Ainsi, parvenu dans le
sang a ’état Fe**, le fer se fixe a la transferrine pour former un complexe stable & raison d’un
maximum de deux atomes de fer par molécule de transferrine ****%. La transferrine disposant
ainsi de deux sites de fixation du fer, quatre états différents sont possibles pour cette
molécule : un état insaturé, deux types d’états de semi-saturation dd a la fixation d’un cation
Fe** au premier ou au deuxiéme site de fixation sur la protéine, et enfin, un état de saturation
compléte caractérisé par la fixation d’un cation ferrique a chacun des deux sites de fixation
présents sur la transferrine "%, Le pourcentage de sites de fixation de la transferrine occupés
par un atome de fer constitue un paramétre majeur correspondant au fer biodisponible, et
appelé saturation de la transferrine ; cette derniere correspond en effet au ratio entre les sites
de fixation de la transferrine occupés par un atome de fer et le nombre total de sites qu’elle
comporte, exprimé en pourcentage °*'. La saturation de la transferrine est donc fonction de la
concentration plasmatique en fer et en transferrine 7°. Il est rapporté que la transferrine a, en
conditions physiologiques, une saturation comprise entre 20 et 45%, une saturation inférieure
a 20 % correspondant a une déficience en fer, et une saturation supérieure a 45 % signifiant
une présence excessive de fer dans le plasma, sous réserve que la concentration plasmatique
en transferrine soit normale ®*™. Une hausse de la saturation de la transferrine au-dela de 45
% est par ailleurs susceptible de mener a la formation massive de Non-Transferrin Bound Iron
(NTBI) dans le plasma, une forme pathologique de fer correspondant a la liaison de ce dernier
a des molécules de bas poids moléculaire, et responsable de la survenue de surcharges

tissulaires en fer dans certaines pathologies ">,

1.2.2. Captation cellulaire du fer plasmatique

- Le récepteur a la transferrine

La captation du fer par les cellules est initiée, en conditions normales, par la fixation
de I’holotransferrine au récepteur Transferrin Receptor (TfR)1, une protéine membranaire
homodimére *"*"®, Chacune des sous unités de cette protéine est composée de 760 acides
aminés, pour un poids moléculaire d’environ 90 kDa par sous-unité "*"®, Ces derniéres sont
reliées ’'une a 1’autre par deux ponts disulfures, dont les résidus d’attache sont les acides
aminés C89 et C98 "*®. Par ailleurs, chaque sous-unité comprend trois domaines; un
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domaine intracellulaire comprenant 61 acides aminés, situé du coté de 1’extrémité N-terminale
de la protéine, un domaine transmembranaire de 28 acides aminés, et un domaine
extracellulaire de 671 acides aminés situé¢ du coté de 1’extrémité C-terminale de la protéine
>7878 Ce dernier domaine est glycosylé en N sur les résidus N251, N317, et N727, ainsi
qu’en O sur T104 8182 Ces glycosylations semblent nécessaires a affinité de TfR1 pour la
transferrine, et sont de ce fait indispensables a la fonction du récepteur 3. Certaines données
tendent cependant & montrer que parmi les N-glycosylations, seule celle de N317 aurait un
role déterminant dans Dinteraction entre la transferrine et TfR1 %2. De plus, T104 joue un role
dans la stabilité du récepteur, en le prémunissant contre le clivage protéolytique ®*%. Chaque
sous unité semble pouvoir fixer une molécule de transferrine au niveau de son domaine
extracellulaire ; ’intégrité des 192 dernier acides aminés de I’extrémité C-terminale semble
par ailleurs indispensable a I’affinité du site de fixation du récepteur pour la molécule de

transferrine 898687,

- Mécanisme de captation cellulaire du fer par le biais de TfR1

Une fois parvenue a la membrane des cellules, la transferrine liée au fer, dite
holotransferrine, se fixe au récepteur TfR1; le complexe formé est alors internalisé par

endocytose (Figure 3) >

. Par la suite, sous I’effet de la baisse du pH au sein de I’endosome
précoce grice a I’action de pompes a protons H* ATPase, présentes sur la membrane de
I’endosome et faisant pénétrer les protons dans ce dernier, la transferrine libere le fer qui lui
était lig¢ *"*"8%8 | o devenir de la transferrine et de son récepteur semble médié par la
dissociation, a partir de ’endosome précoce, d’un endosome de recyclage sur la membrane
duquel seraient localisées les deux protéines toujours liées *»**°!, Le recyclage de TfR1 ainsi
que la libération par exocytose de la transferrine insaturée, dite apotransferrine, auraient alors
lieu lorsque I’endosome de recyclage regagne la membrane plasmique, le retour a un pH
neutre permettant en effet la baisse d’affinité de TfR1 pour la transferrine et la libération de
cette derniére hors de la cellule **"*"®%_ |a maturation de I’endosome précoce en endosome
tardif permettrait ensuite la libération du fer dans le cytosol par le biais du transporteur
DMT1, localisé sur la membrane de I’endosome tardif ®2. La réduction de Fe** en Fe?*
nécessairement préalable a 1’export du fer par DMT1, semble avoir lieu par I’intermédiaire
d’une enzyme réductase au sein méme de I’endosome ****%*, Une implication des protéines
Six-Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate (STEAP) en tant que ferrireductases
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est évoquée, avec des prédominances selon les types cellulaires ; ce role est notamment
avancé concernant STEAP2, dont I’expression est majoritairement détectée dans les tissus
prostatiques, cérébraux et pancréatiques *°. De méme, au sein des cellules erythroides, cette
réduction du fer endosomal préalable a sa sortie de la vésicule par DMTL1, semble étre assuré
par la protéine STEAP3 .

W o -
™ pH %.
=N H EEn
BN

H*
4 pH m |
° ‘L :\ H* Q leln

Figure 3 : Représentation du cycle de captation et de recvclage du complexe fer-transferrvine.

La transferrine liée au fer se fixe au récepteur TIR1 ; le complexe formé par la transferrine et son récepteur est
internalisé par endocytose ' An sein de I'endosome précoce, la baisse du pH provoquée par 'entrée de
protons H™ donne lieu a une dissociation du fer et de la transferrine ““™*"#% {1 endosome de recyclage se
forme a partir de 'endosome précoce ; cet endosome de recyclage contenant le complexe formé par la
transferrine et TfR1, regagne la membrane plasmique et libére le complexe par exocytose ; TR 1 reste positionné
sur la membrane plasmique, tandis que sous Ueffet du pH extracellulaire, la transferrine se dissocie de TiR1
SLIIES0S par ailleurs, suite a la maturation de Uendosome précoce en endosome tardif les atomes de fer
ferriques contenus dans ce dernier sont réduits en fer ferreux par une réductase de la famille des STEAP. puis
exportés dans le cytosol par le transporteur DMT1 présent sur la membrane de I'endosome “%,

T : Transferrine

- Réle secondaire du récepteur TfR2
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Le récepteur TfR2 est surtout décrit pour son role dans la régulation hepcidino-
dépendante du métabolisme du fer, comme détaillé dans les chapitres suivants (partie 1.5.2.,
pages 38 et 39) ¥. Cependant, ce récepteur semble également avoir un réle dans I’absorption

51,98

du fer par les cellules . L’affinité de TfR2 pour I’holotransferrine est en revanche décrite

comme étant environ vingt-cing fois moindre que celle de TfR1, indiquant que ce dernier
reste le principal récepteur & la transferrine impliqué dans la captation cellulaire du fer >,
Le récepteur TfR2 comprend deux isoformes, 1’isoforme TfR2-a ainsi que I’isoforme TfR2-8
résultant d’un épissage alternatif et dont la longueur est réduite du fait que son transcrit ne
possede pas les trois premiers exons de TfR2-a ; le premier exon du transcrit de TfR2-p,
correspondant a I’exon 4 de TfR2-a, posséde par ailleurs 142 paires de bases additionnelles
%8100 TfR2-0 présente une structure primaire proche de celle de TfR1; notamment, le
domaine extracellulaire de TfR2-o est décrit comme étant homologue a celui de TfR1 a
hauteur de 45 & 60 pourcent ***. La protéine TfR2-o posséde comme TfR1 une structuration
en trois domaines, un domaine cytosolique comprenant les acides aminés 1 a 80, un domaine
transmembranaire formé par les acides aminés 81 a 104, ainsi que les résidus 105 a 801
composant le domaine extracellulaire %%, La présence probable de ponts dissulfures ancrés
aux acides aminés C108 et C111 de TfR2-a, suggére une protéine formée d’homodimeéres
dans sa structure quaternaire, au méme titre que TfR1 **%, Néanmoins, ne possédant pas de
domaine transmembranaire du fait de ses exons manquants, TfR2-B semble étre de
localisation strictement intracellulaire, laissant ainsi des doutes quant a sa fonction dans
I’absorption du fer % En outre, I'expression des isoformes de TfR2 ne semble pas
ubiquitaire ; leurs transcrits apparaissent en effet comme exprimés uniquement dans certains
types cellulaires, ces derniers correspondant majoritairement aux hépatocytes et aux
précurseurs erythropoiétiques pour I’isoforme TfR2-a, tandis que TfR2-p semble néanmoins

exprimé dans une plus grande variété de types cellulaires >+98%2,

1.3. Devenir du fer cellulaire

Le devenir du fer dans la cellule (Figure 4) comprends en grande partie le stockage du
fer, son utilisation mitochondriale pour la formation des clusters fer-soufre, ainsi que
I’utilisation du fer pour la synthése de 1’héme, ayant notamment lieu dans les cellules

érythroides de la moélle osseuse, pour la formation des molécules d’hémoglobine lors de
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I’érythropoicse 103104 1 ¢ fer s’associe par ailleurs a d’autres protéines exercant des fonctions

dans différents métabolismes *%.

1.3.1. Les états du fer cytosoligue

- Le pool labile de fer

Le fer nouvellement libéré dans le cytosol est a 1’état libre, et répond a 1’appellation
courante de «pool cellulaire labile de fer » %% Ce dernier se caractérise par deux
principales propriétés, que sont d’une part son accessibilité & la chélation, et d’autre part sa
potentielle activité oxydante au sein de la cellule "% Cette activité oxydante a notamment
lieu a travers la réaction de Fenton, qui consiste en la formation de fer ferrique, d’hydroxyde,
et de radical hydroxyle, a partir de fer ferreux et de peroxyde d’hydrogéne, comme illustré par
I’équation : Fe** + H,0, — Fe** + HO™ + HO- %0 e radical hydroxyle produit par cette
réaction comporte par ailleurs un fort potentiel oxydatif, & méme d’occasionner des
dommages cellulaires, notamment au cours de processus pathologiques impliquant un exces
de fer cellulaire "2, Par ailleurs, méme si sa nature biochimique exacte reste incertaine, le
pool labile de fer semble pouvoir étre constitué de fer ferrique ou de fer ferreux 3. Enfin, il
semblerait que le pool labile de fer ne soit pas localisé uniquement dans le cytosol, la présence
de fer dans un état semblable ayant en effet été suggérée dans la mitochondrie et le noyau

cellulaire 1*411°,

- Chaperonnage du fer cytosolique

Tout ou partie du fer labile cytosolique est pris en charge par des protéines
chaperonnes, ayant pour role de se lier aux atomes de fer afin d’assurer leur transport dans le
cytosol en vue de leur utilisation dans certains procédés métaboliques ou de leur stockage *'®
118 | es protéines Poly(rC)-Binding Protein (PCBP) jouent un rdle dans le chaperonnage du
fer ; plus spécifiquement, il a été démontré que les protéines PCBP1 et PCBP2 étaient
impliquées dans la délivrance du fer a la ferritine pour son stockage, et avaient la capacité de
se fixer sur la ferritine pour procéder au transfert des atomes de fer ', PCBP3 posséde
également ces propriétés, cependant son réle a lieu dans une moindre mesure, notamment du
fait de son niveau d’expression trés inférieur & celui de PCBP1 et PCBP2 ', La protéine
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PCBP4, en revanche, ne semble pas pouvoir interagir avec la ferritine ; le role suggére de
cette protéine serait de protéger la cellule des effets de la toxicité du fer en se liant a ce dernier

et en le séquestrant '’

. Par ailleurs, le réle de PCBP1 et PCBP2 ne se limite pas a
I’approvisionnement en fer de la ferritine ; les deux protéines semblent en effet responsable de
la délivrance du fer a certaines enzymes cytosoliques de nature non-héminiques, telles que la

prolyle hydroxylase et la deoxyhypusine, utilisant le fer comme cofacteur pour leurs réactions
118,119

1.3.2. Stockage du fer cellulaire

- La ferritine

La molécule de ferritine assure le stockage des atomes de fer ; cette macromolécule de
24 sous-unités, composée de ferritine H et L, peut en effet intégrer plus de 4000 atomes de fer
120121 ' Considérants les poids moléculaires des ferritines H et L, le poids de la macromolécule
de ferritine, variable selon les proportions de ferritine H et L, avoisine les 500 kDa *?2'%,
Chaque sous-unité forme une chaine composée d’une suite de quatre hélices ; I’assemblage de
ces sous-unités forme une macroprotéine de forme sphérique et comportant une large cavité

propre & stocker les atomes de fer 2

. L’agencement des sous-unités entre elles forme des
axes, autour desquels deux, trois, ou quatre sous-unités se regroupent selon une conformation
en symétrie centrale, et forment un canal propre a étre emprunté par les atomes de fer 2%, Les
deux types de sous-unités, H et L, sont présents au sein de la ferritine *2°*?°. Ainsi en théorie,
la ferritine, en fonction de ses proportions en ferritine H et ferritine L, semble pouvoir exister
sous vingt-cing formes possibles, allant de la forme contenant 24 sous-unité H et aucune sous-
unité L, & celle ne contenant aucune sous-unité H et 24 sous-unité L *?>'%. Cependant, il
semblerait que la ferritine soit en réalité surtout présente sous forme d’hétéropolymeére
comportant & la fois des sous-unités H et L, dans des proportions variables %, Les organes
a méme de stocker le fer, tels que le foie et la rate, expriment des formes de ferritine plus
riches en sous-unité L, tandis qu’a I’inverse, d’autres organes tels que le coeur contiennent des

formes de ferritine riches en sous-unité H 122124125

Les ferritines H et L, sont deux protéines codées par des génes distincts 2**%. La
ferritine H est une proteine de 21 kDa encodée par un gene localisé sur le chromosome 11,
dont la structure secondaire est formée de 4 hélices, nommées hélices « A », « B », « C », et
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« D » 121122126028 1) 5 ferritine H oxyde le fer ferreux ; elle contient en effet des sites

d’oxydation capable d’oxyder Fe?* en Fe** avant son intégration a I’intérieur du complexe
macromoléculaire 2% Les sites de fixation du fer présents dans la structure de la ferritine H
seraient au nombre de trois, et assureraient une continuité entre I’oxydation du fer et son
stockage *2"*®. Les hélices A B et C contiennent en effet chacune un site de liaison au fer,
dont certains résidus sont partagés entre ces différents sites *?"***. Le premier site dit « A » et
considéré comme le site d’oxydation du fer, assurerait la fixation de ce dernier au moyen des
acides aminés E27, E62, H65, et E107, tandis que cette liaison serait assurée par les residus
E61, E62, et E107 dans le site « B » adjacent au site A ; le site « C » quant a lui, fixerait le fer

par liaison aux résidus E61 et E64 '

. D’autre données évoquent davantage la présence de
quatre sites de liaison du fer ; un site dit « Fel » liant le fer par les résidus E27, E62, et E65,
un site « Fe2 » liant le fer par les résidus E62 et E107, un site « Fe3 » liant le fer par Y34,
E58, et E61, ainsi qu’un site « Fed » liant le fer par H57 et E61 3. La ferritine L est encodée
par un géne distinct de celui de la ferritine H, et localisé sur le chromosome 19 %1% | 3
protéine, un peu plus légére que la ferritine H, posséderait un poids moléculaire de 19 kDa %
Sa structure primaire est homologue d’environ 53 % a celle de la ferritine H, et posséde par
ailleurs la méme structure secondaire que cette derniéere, comportant également quatre hélices

A,B,C,etD ™
- Processus de stockage du fer dans la ferritine

Comme décrit un peu plus haut, préalablement a son stockage, le fer labile cytosolique
se lie & des proteines chaperonnes, PCBP-1 et PCBP-2, décrites comme nécessaires a
I’intégration du fer a la ferritine *'***. PCBP-1 et PCBP-2 se lient & la ferritine avec des ratios
stoechiométriques respectifs de neuf protéines PCBP-1 chargées en fer et quatre protéines

PCBP-2 chargées en fer par macromolécule de ferritine '’

. Par ailleurs, la présence
concomitante de ces deux protéines chaperonnes est nécessaire a la formation d’un complexe
stable entre chacune d’elles, et la ferritine **’. La formation de ces liaisons entre les protéines
PCBP et la ferritine, initie la délivrance du fer & la ferritine par les protéines PCBP **'. Suite
au passage du fer des protéines chaperonnes a la ferritine, le cation est oxydé en Fe** | puis
migre vers le cceur de la molécule pour y étre stocké 2% Plus précisément, il semble que
les canaux hydrophiles formeés par trois sous-unités de ferritine soient ceux par lesquels le fer
pénétre dans la macromolécule, a I’inverse des canaux hydrophobes formés par quatre sous-
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unités, servant a la sortie du fer de la ferritine *2. Par la suite, le site A de la ferritine H oxyde
le fer entrant ; ce dernier transite ensuite par le site B de la ferritine H pour finalement
atteindre son site C, situé a la surface de la cavité située au cceur de la macromolécule de
ferritine *’. A ce titre, le résidu E61 présent & la fois sur le site B et le site C (soit les sites Fe3
et Fe4 selon une nomenclature alternative) pourrait adopter deux positions différentes ; le
passage d’une position a ’autre étant évoqué comme pouvant faciliter le transit du cation de
fer oxydé du site B vers le site C *?"*3!. Des données plus récentes suggérent que les sites A,
B, et C puissent dans certains cas étre occupés simultanément par des cations Fe?* ¥, Ce
dernier pourrait par ailleurs étre oxydé aux sites A et B, mais également au site C via le
peroxyde d’hydrogéne généré par I’oxydation de Fe** aux sites A et B **°. La migration du
Fe** nouvellement formé, en direction du coeur de la macromolécule, aurait alors lieu par le
biais de arrivée d’un nouveau cation Fe?* dans les sites ferroxydases, lequel déplacerait alors
Fe** 13°. Une fois dans la cavité centrale de la macromolécule, le fer est fixé, probablement
aux groupements carboxylates des résidus glutamates de la ferritine L, et reste stocké dans le

coeur de cette derniére sous forme de ferrihydrite 2343,

- La ferritine mitochondriale

Outre la ferritine cytosolique, I’existence d’une forme mitochondriale de ferritine a été
rapportée 1. Cette protéine est encodée par un géne spécifique localisé sur le chromosome 5,
et ayant la particularité d’étre dépourvu d’introns ***. Cette forme particuliére de ferritine est
un homopolymére, ayant une probable activité ferroxydase lui permettant de stocker le fer
sous forme Fe**, au méme titre que la ferritine H, dont la séquence est fortement homologue &
la sienne **. La ferritine mitochondriale est transcrite dans le noyau cellulaire, et comporte
une extension d’environ 60 acides aminés en comparaison a la ferritine H, au niveau de son
extrémité N-terminale, pour une longueur totale de 242 acides aminés *°. A I’inverse de la
ferritine cytosolique, la ferritine mitochondriale ne semble pas exprimée dans les tissus ayant
une forte propension a stocker le fer, tels que le foie ou la rate ; elle s’exprime en revanche
davantage dans d’autres tissus tels que le cceur, le cerveau, les reins, les ilots de Langerhans,
ou encore les spermatocytes et les cellules de Leydig **. En outre, la ferritine mitochondriale
s’exprime également en conditions pathologiques dans certains tissus, comme les cellules

érythroides des patients atteints d’anémies sidéroblastiques ="
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Figure 4 : Représentation des processus de chaperonnage, de stockage, et de captation
mitochondriale du fer intracellulaire.

Les protéines PCBP1 et PCBP2 se lient au fer labile intracellulaire et le délivrent a la ferritine H "'*'"7. Cette

derniére oxyde le fer, permettant ainsi son passage vers le ceeur de la macromolécule de ferritine pour v étre
stocké """ Le fer labile intracellulaire peut également étre utilisé par la mitochondrie. suite au passage de la
membrane externe de cette derniére par potentiel de membrane_ puis passage de la membrane interne par import
grice au complexe Mfn/ABCB10 P31 16 for passant la membrane externe de la mitochondrie
proviendrait également du NTBI plasmatique transitant par le cytosol sans passer 4 1"état labile, ainsi que du fer
internalisé par endocytose via le complexe transferrine/TfR1 %1%

membrane externe de la mitochondrie par un contact entre celle-ci et I'endosome, via le transportenr DIMT1

. Le fer internalisé par endocytose passerait la
142

T : Transferrine

Outre le stockage du fer, ce dernier peut étre utilisé par la mitochondrie pour différents
processus de synthése.

1.3.3. Utilisation du fer cellulaire dans la mitochondrie

- Import du fer dans la mitochondrie
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Trois voies potentielles de transport du fer a travers la membrane externe de la
mitochondrie ont été identifiées ***%°. Premiérement, le fer cytosolique pourrait étre capté,
probablement a 1’état ferreux labile, par le biais d’un potentiel de membrane ; cette captation
ne nécessiterait pas d’utilisation d’ATP 33! Egalement, le fer cytosolique pourrait étre
capté a un état considéré comme non-labile, car non chélatable du fait de sa liaison a un
ligand dans le cytosol ; ce fer proviendrait initialement du NTBI plasmatique, une forme de
fer lié & des protéines de bas poids moléculaire, pénétrant dans le cytosol sans endocytose .
Enfin, un troisieme mécanisme identifié dans les cellules érythroides, consisterait en une
captation du fer vésiculaire issu de I’internalisation du complexe transferrine/récepteur ; le fer
transiterait dans la mitochondrie par contact entre la vésicule issue de 1’endocytose, et la

membrane mitochondriale externe

. Il est par ailleurs envisagé que le passage du fer a
travers la membrane externe de la mitochondrie, soit assuré par le transporteur DMT1 ; ce
dernier est en effet localisé sur la membrane externe de la mitochondrie **2. Concernant le
transport du fer a travers la membrane interne de la mitochondrie, celui-ci est assuré par les

protéines de transport mitoferrine (Mfrn)1 et Mfrn2 143144

. Les niveaux d’expression de ces
deux transporteurs sont limitants pour 1’entrée du fer dans la matrice mitochondriale ; ceci
attestant de leur role central dans I’import du fer & I’intérieur de la mitochondrie **. Malgré le
manque de connaissances précises de ces mécanismes d’import du fer, il a été rapporté que
Mfrnl interagissait avec le transporteur ATP Binding Cassette subfamily B (ABCB)10 pour
former un complexe nécessaire a I’import du fer **°. L’interaction entre ABCB10 et Mfrnl
stabiliserait cette derniére sur la membrane interne de la mitochondrie, et favoriserait ainsi
I’entrée du fer dans la matrice mitochondriale **°. D’autres données, plus anciennes, suggérent
en revanche que Mfrnl Mfrn2 ne sont pas indispensables au passage du fer a travers la
membrane interne de la mitochondrie ; ce passage étant, selon ces auteurs, uniquement dd au
potentiel de membrane .

Une fois dans la matrice mitochondriale, le fer est notamment utilisé pour la synthese

des clusters fer-soufre (Figure 5).
- Formation des clusters fer-souffre

Les clusters fer-soufre sont composés d’atomes de fer et de soufre, et intégrés a des
protéines, le plus souvent par liaison a des résidus cystéines presents dans leurs structures ; la
présence d’un cluster fer-soufre dans une protéine peut avoir différentes fonctions, telles que
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le transfert d’¢électron, le role de senseur métabolique, ou encore la réparation de I’ADN 4.
La biogénése des clusters fer-soufre fait intervenir I’enzyme cystéine désulfurase (NFS1),
sous forme d’homodiméres; cette derniére se lierait a la protéine Iron-Sulfur protein
biogenesis Desulfurase-interacting protein (ISD11), ceci donnant lieu a la stabilisation d’un
complexe désulfurase NFS1/1ISD11 '*’. La fixation de ISD11 & NFS1 semble, de plus,
occasionner un changement de conformation d’NFS1, ceci permettant la fixation par cette
derniére d’un acide aminé cystéine, sur son site actif contenant une coenzyme phosphate de
pyridoxal **. La protéine Iron-Sulfur Cluster assembly enzyme (ISCU) se fixerait par la suite
au complexe NFS1-ISD11; I’atome de soufre de la cystéine fixée par NFS1 serait alors
extrait par cette derniére, libérant la cystéine sous forme d’alanine, tandis que 1’atome de
soufre serait transféré sur un résidu cystéine de la protéine ISCU '*. Les atomes de fer sont
ajoutés a la protéine ISCU par I’intermédiaire d’une protéine chaperonne dont 1’identité reste
a ce jour incertaine ; la frataxine est cependant considérée comme jouant potentiellement ce
role *°. De plus, cette protéine est suspectée d’avoir une fonction de régulation allostérique de
Iactivité désulfurase des protéines NFSI1, ainsi que de lactivité des protéines ISCU %,
L’assemblage des atomes de fer et de soufre sur la protéine ISCU aurait lieu grace a un
transfert d’électrons a la protéine ISCU, probablement assuré par 1’action conjuguée des
protéines ferredoxine réductase, ferredoxine 1 et ferredoxine 2 23, Par la suite, le transfert
des clusters fer-soufre formés sur les protéines ISCU aurait lieu par le biais des protéines Heat
Shock Protein family A member 9 (HSPA9) et HscB Iron-Sulfur Cluster Cochaperone
(HSC20) ™. En effet, la protéine ISCU portant le cluster fer-soufre se dissocierait de la
protéine NFS1 pour se fixer sur la protéine HSC20, grace a un contact hydrophobe, ainsi qu’a
la protéine HSPA9 *°. Par la suite, le contact du complexe formé par ISCU, HSC20, et
HSPA9, avec la protéine réceptrice du cluster fer-soufre, se ferait notamment par
I’intermédiaire d’un motif leucine-tyrosine-arginine situé sur certaines protéines réceptrices
1% D’autres protéines, telles que Iron-Sulfur Cluster Assembly (ISCA)1 et ISCA2,
interviendraient de maniére plus tardive, et joueraient un role dans la maturation du cluster

fer-souffre dans la protéine réceptrice **°.
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Mitochondrie

Figure 5 . Représentation des processiis de formation des clusters fer-soufie dans la matrice
mitochondriale.

Dans la matrice mitochondriale, les protéines WFS1 et ISD11 se lient et forment un complexe ; NFS1 change
alors de conformation et fixe un acide aminé cystéine "**** Par la suite. la protéine ISCU se fixe au complexe
NFS1/ISDI11 ; puis, I'atome de soufre de I'acide aminé cystéine est extrait de ce dernier par NFSI, et transféré
sur la protéine ISCU . Un atome de fer est alors fixé 4 ISCU, potentiellement grice 4 'action de la frataxine.
puis un transfert d électron provenant des protéines ferredoxines donne lieu i la liaison de I'atome de fer et de
soufre sur ISCU, formant ainsi un cluster “***'**_ ISCU se dissocie ensuite du complexe NFS1/ISD11 pour se
lier aux protéines HSC20 et HSPA9 ¥, La protéine réceptrice du cluster fer/soufre se lierait ensuite au complexe
formé par ISCU, HSC20 et HSPAY, afin de recevoir le cluster fer/soufre dans sa structure 3 Ala: Alanine,
Cvs : Cystéine, FXN : Frataxine, S : Soufre

Outre la synthése des clusters fer-soufre, le fer est utilisé dans la mitochondrie pour la

synthese de I’héme.

- Synthese de [’heme

La synthése de I’héme (Figure 6) est en effet initiée dans la matrice mitochondriale,
par les enzymes 5'-aminolevulinate synthase (ALAS)1 et ALAS2, catalysant la formation de
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5'-aminolevulinate (ALA) par I’association de succinyl-Coa et de glycine *°. ALAS1 et
ALAS?2 sont codées par deux génes différents se situant sur les chromosomes 3 et X
respectivement ; I’expression d’ALAS1 est ubiquitaire, tandis que celle d’ALAS2 est
spécifique aux cellules érythroides, ceci semblant indiquer que cet isoforme joue
principalement un role dans la synthése de ’héme a des fins d’érythropoiese ™%, L’ALA
passe ensuite la membrane mitochondriale interne, probablement par un complexe protéique
formé du transporteur Solute Carrier (SLC)25A38 et de ABCB10, puis la membrane externe
par un moyen encore non-identifié a ce jour, pour étre exporté dans le cytosol ; par ailleurs,
SLC25A38 pourrait également jouer un réle dans I’importation de la glycine a I’intérieur de la
matrice mitochondriale *®. Dans le cytosol, plusieurs réactions enzymatiques préparent la
poursuite de la synthése mitochondriale de 1’héme : en effet, deux ALA sont initialement
associés par I’enzyme Aminolevulinate Dehydratase (ALAD) pour former du
porphobilinogéne, puis quatre porphobilinogénes sont associés par 1’enzyme
Hydroxymethylbilane Synthase (HMBS) pour former de I’hydroxyméthylbilane, converti en
uroporphyrinogene I11 puis en coproporphyrinogéne 111 par les enzymes Uroporphyrinogen I11
Synthase (UROS) et Uroporphyrinogen Decarboxylase (UROD) respectivement *°. Par la
suite, le coproporphyrinogéne III est transporté dans 1’espace inter-membranaire
mitochondrial, potentiellement par le transporteur ABCB6 **°. Le coproporphyrinogéne 111 est
ensuite oxydé au sein méme de [D’espace inter-membranaire mitochondrial en
protoporphyrinogeéne IX par 1’enzyme Coproporphyrinogen Oxidase (CPOX) localisee sur la
paroi externe de la membrane mitochondriale interne **®. Le protoporphyrinogéne IX serait
ensuite importé dans la matrice mitochondriale par le transporteur Transmembrane protein
14C (TMEM14C), puis oxydé en protoporphyrine IX par la Protoporphyrinogen Oxidase
(PPOX) 8. Le fer pénétre ensuite dans la mitochondrie par les mécanismes décrits dans les
chapitres précédents (partie 1.3.3., pages 27 et 28) en vue de la finalisation de la synthése de
I’héme. L’utilisation du fer par les cellules érythroides dans la synthése des molécules
d’héme, fait appel de maniére indispensable aux protéines Mfrn, pour I’entrée du fer dans la
mitochondrie **. A ce titre, dans les mitochondries des cellules érythroides en différenciation,
I’expression de la Mfrnl augmente afin de répondre aux besoins accrus en fer pour la

synthése de I’héme **

. Lors de I’entrée du fer par la membrane interne de la mitochondrie des
cellules érythroides, le complexe formé par Mfrnl et ABCBI10 s’associe également avec la
ferrochelatase, une protéine ayant pour fonction d’insérer le fer dans la protoporphyrine IX,
étape finale de la synthése de ’héme °#%. De cette maniére, le fer serait alors guidé vers la
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ferrochelatase, directement aprés son entrée dans la matrice de la mitochondrie 2. L’héme est
ensuite exporté hors de la mitochondrie par le transporteur membranaire FLVCR1b, dont la
localisation précise sur la membrane interne ou externe reste a définir, afin d’étre intégrée aux
différentes hémoprotéines *****°. Par ailleurs, ’export de I’héme par les cellules érythroides
au cours de 1I’érythropoiése via les transporteurs de type FLVCR semble étre nécessaire pour
la poursuite du processus de maturation de ces derniéres, potentiellement pour prévenir une

toxicité due 4 un excés d’héme dans les précurseurs érythropoiétiques *.
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Figure 6 : Représentation du processus de synthése de I'héeme dans la matrice mitochondriale
et le cytosol.

Dans la matrice mitochondriale, la glyvcine et le succinyl-Coa sont associés par les enzymes ALAST et ALAS2
pour former de "ALA, lequel est ensuite exporté dans 'espace intermembranaire via un complexe formé par le
transporteur SCL25A38 et la protéine ABCB10 “*FF
duquel deux ALA sont associés pour former du PBG grace a I'enzyme ALAD ' ’enzyme HMBS associe
alors quatre PBG pour former de I'HMB. par la suite converti en URO III par 'enzyme UROS, puis en COPRO
III par I'enzyme UROD **. COPRO III passe ensuite la membrane externe de la mitochondrie par le transporteur
ABCB6 avant d’étre converti en PPgéne IX par Ienzyme CPOX “*'® PPgéne IX pénétre ensuite dans la
matrice mitochondriale par le transporteur TMEM14C. avant d’étre converti en PP IX par 'enzyme PPOX %
Suite a son entrée dans la matrice mitochondriale par le complexe formé par les protéines Mfrn, ABCBI10, et
FECH. un atome de fer est inséré dans PP IX, afin de former de I'héme ‘% L héme est ensuite exporté dans le
cytosol via le transporteur FLVCR1b “***. COPRO III : coproporphyrinogéne ITI, FECH : Ferrochelatase,
HMEB : Hyvdroxyméthylbilane, PBG : Porphobilinogéne, PPgéne IX : Protoporphyrinogéne IX, PP IX :
Protoporphyrine IX, URO III : Uroporphyrinogéne ITT

- L’ALA est par la suite exporté dans le cytosol, au sein
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1.4. Recyclage de [’heme et réapprovisionnement de l’organisme en fer bio-disponible

Un recyclage des érythrocytes sénescents a lieu dans les macrophages, notamment
spléniques, et hépatiques (cellules de Kupffer) ; en effet aprés son internalisation au sein de la

cellule macrophagique, 1’érythrocyte y est dégradé et libére ainsi I’hémoglobine dans le

phagolysosome (Figure 7) **

164,165

. Il existe par ailleurs d’autres voies de recyclage de I’héme

1.4.1. L érythrophagocytose

- Phagocytose des érythrocytes sénescents

Au cours de leur activité dans le sang, les érythrocytes cumulent un certain nombre
d’altérations aux caractéristiques proches de celles de 1’apoptose des cellules nucléées, et
permettant aux macrophages d’identifier la sénescence de ces érythrocytes *®. Ces altérations
peuvent consister en ’apparition de néo-antigenes de sénescence sur la membrane, en une
peroxydation de membrane, en I’externalisation des phosphatidylsérines, ou encore en un
rétrécissement de la taille de la cellule ****® Certaines de ces altérations sont considérées
comme pouvant résulter d’une hausse de la concentration en calcium dans 1’érythrocyte 166,169
Le role du calcium dans la survenue de ces altérations et dans la phagocytose subséquente des
érythrocytes, semble par ailleurs étre médi¢ par 1’activité de protéases a cystéine 166 | a
hausse de la concentration en calcium dans 1’érythrocyte pourrait notamment stimuler les
protéines scramblases, donnant ainsi lieu au déplacement des phosphatidylsérines de la paroi
interne de la membrane plasmique, vers la paroi externe de cette derniére %2911 A ce titre,
il semblerait que la protéine Growth Arrest Specific 6 (GAS6) exprimée par les macrophages,
probablement sur les membranes plasmiques de ces derniers, puisse reconnaitre et fixer les
phosphatidylsérines sur la paroi externe de la membrane des érythrocytes, donnant ainsi lieu a

la phagocytose de ces derniers 72

. Il est cependant suggéré par d’autres données que GAS6
soit un facteur circulant sécrété par les macrophages, et qui, suite a sa liaison aux
phosphatidylsérines, se lierait & un récepteur de la famille des Tyro3 Axl and Mer receptor,

13 par

exprimé sur la membrane des macrophages afin d’initier 1’érythrophagocytose
ailleurs, la hausse du calcium intracellulaire serait également en lien avec le rétrécissement
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des érythrocytes sénescents *°°. De plus, I’antigéne de surface Cluster of Differentiation
(CD)47 jouerait un role dans le ciblage des érythrocytes sénescents par les macrophages **.
Jouant un réle protecteur a 1’encontre de la phagocytose a la surface des érythrocytes non-
sénescents, CD47 changerait de conformation au cours du processus de sénescence de
I’érythrocyte, ce qui modifierait la nature de son interaction avec la protéine Signal
Regulatory Protein alpha (SIRPa) *’. Le complexe CD47-SIPRa, protégeant 1’érythrocyte
non-sénescent de la phagocytose, jouerait a 1’inverse un role favorisant la phagocytose de
I’érythrocyte lorsque celui-ci est sénescent '®”. De plus, le role d’une interaction entre CD47
et la protéine Thrombospondine 1 (TSP-1) est également suggéré dans la reconnaissance et la

phagocytose de I’érythrocyte sénescent par les macrophages *®.
- Dégradation des érythrocytes et réintroduction du fer dans la voie sanguine

Les érythrocytes sénescents sont par la suite internalisés au sein des macrophages dans

174

des phagosomes ~**. Il semblerait que ces derniers soient formés par fusion du réticulum

endoplasmique avec la membrane plasmique, au cours de la phase précoce de la phagocytose

174175 | e phagosome suivrait par la suite un processus de maturation, pour former un

phagolysosome mature 4 méme d’assurer la dégradation des érythrocytes phagocytés 17417,
Le réticulum endoplasmique jouerait également un rble au cours de ce processus, en
fusionnant avec le phagosome en maturation ">, Par la suite, la dégradation par 1’enzyme
HO-1, de I’héme contenu dans les érythrocytes, occasionne la libération du fer dans le

phagolysosome 4

. La dégradation de I’héme pourrait également étre assurée par I’isoforme
HO-2, néanmoins cinq fois moins présent dans la rate que I’isoforme HO-1 1. Les roles des
transporteurs Natural resistance-associated macrophage protein 1 (Nrampl) et DMT1 sont
fortement suggérés dans la libération du fer contenu dans le phagolysosome, vers le cytosol
des macrophages *""*"®. En outre, il semble qu’une partie du fer resté a I’état héminique dans
le phagolysosome puisse étre directement excrété dans le cytosol grace au transporteur Heme
Responsive Gene 1 (HRG1) . A ce titre, certaines données suggérent que I’héme n’est pas
dégradé au sein du phagolysosome ; I’heme serait en effet directement exporté de ce dernier
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via HRG1, puis degradé dans le cytosol . L’efficacité du transport du fer macrophagique

vers le sang, semble conditionné par Dactivité de la céruloplasmine **'%2 L’activité
ferroxydase de cette enzyme semble en effet partiellement nécessaire a 1’association du fer a

la transferrine, cette derniére possédant une affinité pour Fe®* 18218 par ailleurs, un role de la
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glycosylphosphatidylinositol  (GPI)-céruloplasmine, une forme membranaire de Ila
ceruloplasmine exprimée notamment par les macrophages, dont il sera question dans les
chapitres a venir (partie 3.2.3., page 71 et 72), a eté évoqué dans la stabilisation de la

ferroportine sur les membranes plasmiques 3%,

1.4.2. Les voies alternatives du recyclage de [’héme

- La voie haptoglobine-CD163

La récupération d’héme par les macrophages peut également faire suite a un processus
d’hémolyse, par lequel I’hémoglobine est libérée directement dans le plasma *®. En
conditions non pathologiques, certains érythrocytes sont sujets a I’hémolyse intravasculaire, et
libérent leur hémoglobine dans le sang ***%. La molécule d’hémoglobine peut par la suite
étre fixée par une molécule d’haptoglobine, une glycoprotéine synthétisée majoritairement par
le foie 104182188189 ) o complexe hémoglobine-haptoglobine se lie alors au récepteur CD163
exprimé & la membrane des macrophages, par un processus calcium-dépendant 164173182188
Cette liaison entrainerait ’internalisation du complexe hémoglobine-haptoglobine-CD163, en

vue de la dégradation de I’hémoglobine au sein du macrophage 04182188

. De plus, il
semblerait que I’hémoglobine libre puisse également étre reconnue par CD163, et internalisée

au sein du macrophage par le biais de ce récepteur %,
- La voie hémopexine-CD91

L hémolyse intravasculaire peut également donner lieu a la présence d’héme libre dans
le plasma *®. Dans ce cas, la molécule d’héme se lie a I’hémopexine, une glycoprotéine de
439 acides aminés, majoritairement synthétisée et sécrétée par le foie %, Le complexe
héme-hémopexine est reconnu par le récepteur LDL related Protein Receptor (LPR)/CD91,
présent & la surface de la membrane des macrophages *®. L’internalisation du complexe
héme-hémopexine-LPR/CD91 a ensuite lieu en vue de la dégradation de 1’héme et de la

libération du fer au sein du macrophage .
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Figure 7. Représentafion du processus d’érythrophagocyiose, et de recyvclage de
I'hémoglobine et de I’'heme au sein des macrophages, en vue de la réinfroduction du fer
recyclé dans la circulation sanguine.

Dans 1'érythrocyte, la hausse du calcium intracellulaire stimule les protéines scramblases. cect provoguant le
déplacement des protéines PS de la paroi interne de la membrane plasmique vers sa paroi externe "7 Les
protéines GAS exprimées a la surface des macrophages reconnaissent les PS présents sur la membrane externe
des érythrocytes ' De plus, 3 la surface de la membrane érythrocytaire. I'antigéne de surface CD47. en
association avec et les protéines SIRPa et TSP-1. est également reconnu par les macrophages '*. Les signaux de
sénescence érvthrocytaires constitués par les PS et les antigénes CD47, une fois reconnus par les macrophages,
permettent la phagocvtose des érythrocytes, grice 4 un phagosome formé par fusion du réticulum endoplasmique
avec la membrane plasmique du macrophage ™. Aprés maturation du phagosome en phagolysosome. I'héme
contenu par les érythrocytes v est dégradé par les enzymes HO-1 et HO-2 BLIS 1 -héme non dégradé est exporté
dans le cytosol par le transporteur HRG1, tandis que le fer non-héminique est exporté par les transporteurs
DMT1 et Nrampl '™, Par ailleurs. dans le plasma, I"hémolyse intravasculaire des érythrocytes donne lieu a la
libération d’hémogobine et d’héme, 3 méme d’étre fixés par les protéines haptoglobine et hémopexine
respectivement [OHERIEEIEINN 7 o reconnaissance du complexe hémoglobine/haptoglobine par le récepteur
CD163 exprimé sur la membrane des macrophages. donne lieu a son internalisation et sa dégradation dans le
macrophage, libérant ainsi du fer libre '®!3121% 1 internalisation et la dégradation de I'héme dans le
macrophage a lien suite i la reconnaissance du complexe héme/hémopexine par le réceptenr LCR/CD91 % 1e
fer libéré dans le cytosol du macrophage suite 3 la dégradation des érythrocytes, de I'hémoglobine, et de 'héme,
est exporté dans le plasma par la ferroportine. puis oxydé par la céruloplasmine, permettant ainsi la liaison du fer
ferrique a la transferrine ' 7'*°. H : Heme, PS : Phosphatidylsérine
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1.5. Réqulation du métabolisme du fer

Le métabolisme du fer est sujet a des régulations, nécessaires au maintien de
I’homéostasie de ce métal 2. Deux grands types de régulations sont présents au sein de
I’organisme ; certaines régulations sont systémiques et mediées notamment par I’hepcidine,

tandis que d’autres opérent a I’échelle de la cellule 2.

1.5.1. Réqulation systémique du fer et réle de [’'hepcidine

- L hepcidine

L’hepcidine est un peptide circulant synthétisé dans le foie, et ayant une implication
majeure dans la régulation de I’homéostasie du fer a 1’échelle systémique 19419 "En premier
lieu décrit comme ayant une activité antimicrobienne, ce peptide est codé par un gene situé
sur le chromosome 19, et comptant 3 exons ***%. De trés petite taille, et majoritairement
exprimée et sécrétée par les hépatocytes, I’hepcidine est formée de 25 acides aminés, pour un
poids moléculaire d’un peu moins de 3 kDa %, Par ailleurs, il existe deux formes plus
courtes de ce peptide, de 22 et 20 acides aminés ; ces deux formes tronquées sont notamment
détectables dans les urines, au méme titre que le peptide de 25 résidus, la petite taille
I’hepcidine la rendant en effet filtrable par les reins **. Par ailleurs, la structure secondaire de
I’hepcidine est caractérisée par la présence de quatre ponts disulfures, joignant les cystéines
C7 4 C23, C10 & C13, C11 & C19, ainsi que C14 & C22 *'. De plus, I’ensemble du peptide
consiste en un feuillet B, traversé par les ponts disulfure, a I’exception des 5 premiers acides
aminés de son segment N-terminal, demeurant hautement flexibles du fait de leur absence de
structure secondaire *°’. Ces 5 premiers acides aminés du segment N-terminal du peptide ont
un role crucial dans I’interaction de la molécule avec la ferroportine, nécessaire au role

biologique de I’hepcidine dans la régulation des taux de fer plasmatiques 198

- Régulation du métabolisme fer par | 'hepcidine

L’hepcidine présente dans le sang est en effet capable d’interagir avec la ferroportine
responsable de I’export du fer cellulaire, notamment entérocytaire et macrophagique, et
d’induire I’internalisation ainsi que la dégradation de ce transporteur ; I’hepcidine limite ainsi
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la biodisponibilité du fer, en controlant les taux de fer plasmatiques et donc la saturation de la
transferrine, par une régulation négative de son absorption et de son recyclage *'%.
L’interaction a la membrane cellulaire entre 1’hepcidine et la ferroportine est initiée par la
fixation de I’extrémité N-terminale de 1’hepcidine a une boucle du domaine extracellulaire de
la ferroportine ; cette fixation consiste notamment en des liaisons hydrophobes entre les

résidus H3, F4, et 16 de I’hepcidine et le résidu Y333 de la ferroportine 200

. La possibilité¢ d’un
échange de liaisons disulfures entre les deux protéines, impliquant un lien du résidu C326 de
la ferroportine a une cystéine de 1’hepcidine, est également évoqué en raison de la proximité
entre C326 et le réseau disulfure de I’hepcidine *°. Cette hypothése de la nécessité de C326
dans I’interaction entre I’hepcidine et la ferroportine est largement corroborée par 1’hepcidino-
résistance de la ferroportine, présente dans les mutations de cette derniere touchant
spécifiqguement le résidu C326, telles que les mutations C326Y réalisées in-vitro et C326S
présentes chez "'Homme 2°*2%, Certaines données tendent & montrer que cette interaction
entre 1’hepcidine et la ferroportine engendre une phosphorylation de cette derniére sur ses
résidu Y302 et Y303, situes sur une boucle de son domaine cytosolique, avec pour
conséquences l’internalisation de la protéine, suivie de sa déphosphorylation, son
ubiquitination, et finalement, sa dégradation lysosomale *. D’autres auteurs décrivent en
revanche une internalisation de la ferroportine ne nécessitant pas la phosphorylation de ces
deux résidus tyrosine, et survenant directement suite a 1’ubiquitination de la protéine sur ses
résidus lysines situés entre K229 et K269, sur la troisieme boucle de son domaine cytosolique
205,206 L’hepcidine semble par ailleurs capable de limiter 1’absorption intestinale du fer en
agissant indirectement sur le transporteur DMT 1, I’exposition a 1’hepcidine ayant en effet été
décrite comme pouvant induire une ubiquitination de DMT1, suivi de sa dégradation dans les

protéasomes des entérocytes 2’

. L’expression de I’hepcidine semble par ailleurs pouvoir étre
régulée positivement par trois principaux types de stimuli (Figure 8) : I’augmentation de la
concentration plasmatique en fer soit 1’augmentation de la saturation de la transferrine,
I’augmentation de la concentration cellulaire en fer, et I’inflammation 29 A I’inverse, la
baisse des taux plasmatiques de fer ainsi que I’anémie et I’hypoxie sont des signaux

’ o g0 2‘9
répresseurs de 1’hepcidine “*.

1.5.2. Régulation de [’expression de [’hepcidine

- Induction de [’hepcidine par la saturation de la transferrine
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La protéine HFE joue un role important dans la régulation positive de I’hepcidine,
sous ’effet des niveaux de saturation de la transferrine 2%, La protéine HFE semble en effet
chevaucher le site de fixation de I’holotransferrine de TfR1, de sorte a ce que ce récepteur ne
puisse pas €tre li¢ simultanément a 1’holotransferrine et a la protéine HFE 2 De plus, cette
derniére peut également étre associée a TfR2, ce récepteur pouvant, a I’inverse de TfR1, se

209 1] g été démontré que I’augmentation

lier a la fois a I’holotransferrine et a la protéine HFE
des taux plasmatiques d’holotransferrine provoque une hausse de la transcription de
I’hepcidine #°. Cette régulation semble étre initiée par les deux acteurs majeurs que sont
HFE, et TfR2 °®. En effet, lorsque 1’holotransferrine se fixe au récepteur TfR1, ce dernier ne
pouvant pas fixer a la fois I’holotransferrine et la protéine HFE, cette derni¢re se désolidarise
de TfR1 et se lie au récepteur TfR2 %2, La fixation de I’holotransferrine au récepteur TfR2
a pour effet de stabiliser ce dernier a la membrane ; tandis que la liaison de la protéine HFE a
TfR2 active la transduction d’un signal aboutissant a la transcription du géne Hepcidin
Antimicrobial Peptide (HAMP) codant pour I’hepcidine ?**#". La transduction de ce signal
apparait selon certaines études comme étant médiée par 1’activation de la voie Mitogen-
Activated Protein Kinases (MAPK), impliquant la phosphorylation des protéines Extracellular
signal-Regulated Kinases (ERK)1/2 ?**#° D’autres données en revanche, tendent & infirmer
le role de la voie MAPK, notamment de ERK1/2, dans la régulation de I’hepcidine par

217 En outre, dans le cadre de I’induction de I’hepcidine par

I’holotransferrine
I’holotransferrine via HFE et TfR2, la phosphorylation des protéines Mothers Against
Decapentaplegic homolog (SMAD)1/5/8 indique que la voie MAPK pourrait agir en
interaction, ou du moins en simultanéité avec la voie Bone Morphogenetic Protein
(BMP)/SMAD 22" Cette derniére est par ailleurs décrite comme étant majoritairement

impliquée dans la régulation de I’hepcidine par les stocks hépatiques de fer 27
- Induction de [’hepcidine par les stocks hépatiques de fer

Les stocks hépatiques en fer exercent également un contréle sur 1’expression de
I’hepcidine. Dans cette régulation, la protéine BMP6 joue un rdle indispensable, par le biais
des protéines SMAD1/5/8 "#8_ En effet, la hausse des concentrations en fer dans le foie
induit I’expression de BMP6 %129 Cette protéine semble alors pouvoir interagir avec le
récepteur Bone Morphogenetic Protein Receptor (BMPR)-1 et la protéine co-récéptrice
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Hemojuvelin BMP co-receptor (HJV) ?°. Le ligand BMP formerait alors un complexe avec
BMPR-1, HJV, et le récepteur BMPR-2 *?°. Ce dernier serait 8 méme de phosphoryler BMPR-
1, donnant lieu a I’activation de la voie SMAD par la phosphorylation des protéines
SMAD1/5/8 *°. Ces protéines se fixeraient alors sur le Bone Morphogenetic Protein
Responsive Element (BMP-RE) situé sur le promoteur du géne codant pour I’hepcidine,
aboutissant & la transcription de ce dernier °. Une implication de la protéine HFE est par
ailleurs suggerée dans I’activation de la voie BMP/SMAD %%, En effet, HFE serait associée
au recepteur BMPR-1, et assurerait la stabilisation de ce dernier en inhibant sa dégradation,
notamment par voie ubiquitine/protéasome ?2. A Iinverse cependant, d’autres données
tendent a démontrer que la protéine HFE n’est pas impliquée dans cette régulation de
I’hepcidine par les stocks hépatiques de fer °. En outre, la signalisation BMP/SMAD est
décrite comme étant de type paracrine 22°. En effet, il apparait que la hausse des stocks
hépatiques en fer induise une hausse des niveaux d’ARNm de BMP6, majoritairement dans
les cellules sinusoidales #%??%, La sécrétion de BMP6 par les cellules sinusoidales hépatiques
serait suivie d’une liaison de BMP6 & son récepteur exprimé par les hépatocytes, au sein
desquels la signalisation BMP/SMAD aurait lieu, aboutissant a la transcription du géne de
I’hepcidine *%. Certaines données indiquent que I’induction de I’hepcidine par le signal
BMP/SMAD pourrait également étre assurée par BMP2 ??°. Cependant, d’autres données
tendent a montrer que le role de BMP6 est prédominent dans la régulation de I’hepcidine par

224 Drautre

les stocks de fer, les autres ligants BMP n’ayant qu’une implication secondaire
part, la protéine SMADA4 pourrait avoir un réle dans ce controle de 1’expression de 1’hepcidine
22 En effet, suite & Pactivation de la voie BMP/SMAD, SMAD4 pourait induire une
modification d’un histone H3 proche du promoteur de 1’hepcidine, probablement par une
méthylation du résidu K4 de I’histone, ou par une acétylation de son résidu K9 2%, Cette
modification d’histone favoriserait I’activation du promoteur du géne de I’hepcidine, et par

conscéquent sa transcription %2,
- Induction de ["hepcidine par l'inflammation

L’impact de Uinflammation sur 1’augmentation des niveaux d’hepcidine a
principalement lieu au travers de I’Interleukine (IL)-6 %. Cette cytokine semble en effet
induire I’expression de I’hepcidine dans les hépatocytes via la phosphorylation de la protéine
Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT)3 *¥'. Cette derniére est alors &
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méme de jouer le role de facteur de transcription au niveau du promoteur du gene de
I’hepcidine %%. Par ailleurs, I’1L-6 semble induire I’expression du géne de I’hepcidine via la
transduction d’un signal aboutissant & I’activation du BMP-RE de son promoteur, ceci
suggerant des interactions étroites entre la voie inflammatoire et la voie BMP/SMAD dans le
contrdle de I’hepcidine **°. L’IL-6 pourrait également induire I’expression de I’hepcidine via
la protéine SMAD4, selon un mécanisme de modification d’histone décrit plus haut,
favorisant la transcription du géne de I’hepcidine %°. Cette transcription de I’hepcidine
médiée par SMAD4 semble aussi pouvoir étre induite par le Transforming Growth Factor béta
(TGF-B) **. En outre, dans un contexte inflammatoire, Iactivine B a été décrite comme
induisant la transcription de I’hepcidine par le biais d’une phosphorylation des protéines
SMAD1/5/8 #*,

- Inhibition de /’hepcidine

La principale voie de régulation négative de I’hepcidine a lieu par le biais de

. ” S w231
I’érythroferrone, une protéine d’origine érythroide

. Une situation d’anémie provoque en
effet la sécrétion d’érythropoiétine (EPO) activant la voie Janus Kinase 2 (JAK2)/STATS5 au
sein des érythroblastes de la moelle osseuse, et aboutissant a la synthése d’érythroferrone par
ces derniers ; la protéine une fois sécrétée, semble alors interagir avec les hépatocytes et

induire une réduction de leur transcription d’hepcidine %**

. En situation d’anémie, I’expression
de I’hepcidine peut également étre abaissée par I’implication d’autres protéines d’origine
érythroide 2*2. A ce titre, la protéine Growth Differentiation Factor 15 (GDF15) exprimée et
sécrétée par les précurseurs érythropoiétiques, semble capable, a des concentrations
anormalement élevées retrouvées chez les patients f-thalassémiques, de réprimer 1’expression
de I’hepcidine 2*3. De plus, le facteur Twisted Gastrulation BMP Signaling Modulator 1
(TWSG1), une autre protéine d’origine érythroide dont les concentrations plasmatiques sont
également élevées dans la B-thalassémie, pourrait inhiber I’induction de I’hepcidine par la
voie BMP/SMAD en interférant avec la fixation des protéines BMP a leur récepteur 2*. Par
ailleurs, I’hypoxie semble pouvoir inhiber la transcription de I’hepcidine ; en effet le facteur
Hypoxia Inductible Factor (HIF)-1, induit par I’hypoxie, est 8 méme d’induire une baisse des

235

niveaux d’ARNm d’hepcidine dans les hépatocytes “*°. Les mécanismes exacts restent

incomplétement compris, malgré 1’évocation d’une possible fixation de HIF-1 sur le

23

promoteur du géne de I’hepcidine, limitant la transcription de ce dernier . Un autre
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mécanisme suggeré concerne les prolyl hydroxylases ; en effet I’activité de ces enzymes
nécessite le fer comme cofacteur, ce dernier leur étant fourni grace aux protéines chaperonnes
PCBP1 et PCBP2 8. De plus, I’hydroxylation de HIF-1 sur son résidu P564 par les prolyl
hydroxylases engendre son ubiquitination suivie de sa dégradation protéasomale 23*%%". Ces
enzymes joueraient alors un role d’intermédiaire dans 1’inhibition de 1’expression de
I’hepcidine induite par une baisse des taux de fer hépatocytaires : en effet, la baisse des
niveaux de fer cellulaire engendrerait une diminution de 1’activité des prolyl hydroxylases,
avec par conséquent une moindre dégradation de HIF-1, laquelle exercerait alors son activité
inhibitrice & I’égard de I’hepcidine dans de plus grandes proportions “*#2*. Par ailleurs, HIF-2
semble également capable de réprimer I’expression de 1’hepcidine de maniére indirecte, par le
biais d’une hausse de la sécrétion d’EPO 2%, En outre, la baisse de la saturation de la
transferrine semble également induire une baisse d’expression de 1’hepcidine, par le biais
d’une hausse des niveaux de la protéine membranaire hépatocytaire matripase-2 29 Cette
protéine semble capable de cliver I’hémojuvéline sur la membrane plasmique des
hépatocytes ; la matripase 2 serait alors une inhibitrice de I’expression de I’hepcidine par
inactivation de I’hémojuvéline, qui comme décrit précédemment, possede a I’inverse un role

240, L’expression de I’hepcidine pourrait également

central dans I’induction de I’hepcidine
étre réprimée par la testostérone, cette hormone ayant en effet été rapportée comme induisant
une forte répression de la transcription de 1’hepcidine, via I’activation du signal Epidemial

Growth Factor Receptor (EGFR) ?*.
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Figure 8: Représentation des voies de transduction a ['orvigine de la régulation
transcriptionnelle de I'hépcidine.

Lexpression du géne HAMP codant pour 'hepcidine est soumise 3 plusieurs voies de contréle positif. Aux
abords de I'hépatocyte. 'holotransferrine se fixe a TfR1 associé a la protéine HFE ; cette derniére se lie alors a
TfR2, cect ayant pour effet d’activer la voie MAPK  engendrant la phosphorylation des protéines ERK1/2 ; ces
derniéres induisent alors la transcription du géne HAMP “**7'°. Par ailleurs, la protéine BMP6 provenant d une
sécrétion paracrine d’origine sinusoidale se fixe a son récepteur BMPR-1 ; formant alors un complexe avec la
protéine HIV et le récepteur BMPR-2, et activant la voie BMP/SMAD aboutissant i la phosphorylation des
protéines SMAD1/5/8 ¥ Ces derniéres migrent alors dans le novau cellulaire pour se fixer sur le BMP-
RE du promoteur de HAMP et activer sa transcription . L'TL-6 joue par ailleurs un réle dans I'induction de
I'hepcidine ; en effet, I'TL-6 se fixe & som récepteur ]I. 6R. ceci donnant lieu & l'activation d’un signal
aboutissant 4 la phosphorylation de la protéine STAT3 %% Celle-ci migre alors dans le noyau pour v jouer le
role de facteur de transcription sur le promoteur de HAMP et induire la transcription de ce géne ~*. En outre,
sous I'influence des voies activées par BMPG et IL-6. la protéine SMAD4, semble pouvoir activer le promoteur
de HAMP, via la méthylation et I'acétylation d’un histone H3 a proximité **°. L expression de HAMP peut par
atlleurs subir des régulations négatives. En effet, 1'érythroferrone provenant de la moelle osseuse a un effet
répresseur sur la transcription de I'hepcidine . De méme, I'expression de 1'hepcidine peut étre réprimée par
deux autres protéines d'ongine érythroide, GDF15 et TWSG1, cette derniére pouvant perturber la liaison de
BMP6 a son récepteur, affectant ainsi la régulation positive de I'hepcidine ~***. Par ailleurs, la baisse de la
saturation de la transferrine augmente les niveaux de matripase 2 i la membrane de I"hépatocyte ; cefte protéine
clive HIV, affectant ainsi le régulation positive de I’expression de HAMP “****_ De méme. la baisse des taux de
fer cellulaires inhibe 1'activité des prolyl hydroxylases, dont I'activité inhibitrice & 'égard de HIF-1 est alors
amoindrie, provoquant une hausse de 1 activité inhibitrice de HIF-1 envers |'expression de HAMP 155557,

T : Transferrine, IL-6R : Interleukine-6 Receptor
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Outre le réle de I’hepcidine dans la régulation systémique du métabolisme du fer, la
régulation de ce dernier peut également s’opérer au niveau cellulaire, sans intervention de

I’hepcidine (Figure 9).

1.5.3. Réqulation cellulaire du métabolisme du fer

- Régulation transcriptionnelle et réle des protéines HIF

La transcription d’un certain nombre de génes du métabolisme du fer est régulée par
les protéines HIF, principalement HIF1 et HIF2, en réaction a des stimuli liés a la
concentration cellulaire en oxygéne et en fer 2*%?*%, Les protéines HIF1 et HIF2 sont toutes
deux impliquées dans le controle cellulaire du métabolisme du fer, en modulant I’expression
de certains génes en lien avec ce dernier *. En dépit du role dominant de 1’une ou I'autre de
ces protéines en fonction du gene régulé, HIF1 et HIF2 se lient toutes deux au méme élément
de réponse a I’hypoxie sur les promoteurs des génes dont elles participent au controle 2. La
protéines HIFa est inductible, en terme d’expression transcriptionnelle et protéique, par la
baisse des concentrations intracellulaires en oxygéne, et forme une protéine hétérodimere
avec HIFp, décrite comme ayant une expression constitutive 2**. Cependant, certaines données
tendent a montrer que HIFP serait également inductible par la baisse des concentrations
intracellulaires en oxygéene 2. La baisse des concentrations cellulaires en fer ou en oxygeéne,
favorise la formation des hétérodiméres HIFo/HIFB 222, Ces derniéres migrent jusqu’au
noyau, et jouent alors un réle de facteur de transcription, en se fixant sur un élément de
réponse a 1’hypoxie situé en amont de genes codants pour des protéines du métabolisme du fer
242243 Notamment, les protéines HIF activent la transcription du géne codant pour la protéine
TfR1 dans les hépatocytes ***?*°. De méme, une augmentation de 1’expression de la
ferroportine est observée dans les cellules de Kupffer hépatiques, les hépatocytes, ainsi que
dans les entérocytes du duodénum ; outre le role supposé de la baisse des niveaux d’hepcidine
dans cette hausse des niveaux de ferroportine, déja décrit dans les chapitres précédents (partie
1.5.1., pages 37 et 38), il semble que les protéines HIF aient également un rdle direct sur la
transcription du géne codant de la ferroportine *°>. Une augmentation de I’expression de la
céruloplasmine suite a la liaison de 1’hétérodimeére HIF1o/HIF1B a I’élément de réponse a
I’hypoxie du géne codant pour cette protéine, a également été rapportée 24", Cette
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augmentation de I’expression transcriptionnelle de la céruloplasmine par les protéines HIF
avait lieu en réaction 4 1’hypoxie ou & la baisse des niveaux de fer intracellulaires **’. La
transcription d’autres geénes du métabolisme du fer peut également étre induite par les
protéines HIF, comme ceux codant pour la transferrine, DMT1, Dcytb, ou encore HO-1 242243,
A Pl’inverse, comme évoqué un peu plus haut, la hausse des niveaux d’oxygene intracellulaire,
ainsi que celle des niveaux de fer, engendrent une hydroxylation des protéines HIFa par les

242,243

prolyl hydroxylases . Les protéines HIFo hydroxylées sont par la suite ubiquitinées,
notamment du fait de leur affinité supérieure pour la protéine Von Hippel-Lindau disease
tumor suppressor (VHL) faisant partie des E3 ubiquitine ligases, ceci engendrant la
dégradation des protéines HIFa dans le protéasome 2**2*3. Par ailleurs, la protéine Factor
Inhibiting Hypoxia-inducible factor 1 (FIH1), également activé par la hausse des taux
d’oxygene et de fer intracellulaires, a pour facult¢ d’inhiber 1’activit¢ de facteur de
transcription du complexe HIFo/HIFf par hydroxylation du résidu N803 des protéines HIFa,
bloquant par 1a méme leur interaction avec le coactivateur de transcription p300, nécessaire au

role de facteur de transcription des protéines HIF 242243248.249

- Régulation post-transcriptionnelle et réle du systeme IRP/IRE

Les principaux mécanismes de régulation de la concentration en fer au sein méme de
la cellule, sont assurés par le systeme lIron Regulatory Protein (IRP) / Iron Responsive
Element (IRE) 2. Ce systéme de régulation post-transcriptionnelle repose en effet sur les
protéines IRP-1 et IRP-2, capables de se lier a des IRE présents sur les ARNm de certains
génes du métabolisme du fer, et de moduler par la méme leur expression 2. La protéine IRP-1
a la capacité d’intégrer un cluster fer-soufre de forme 4Fe-4S ; trois atomes de fer du cluster
se fixeraient chacun aux résidus C437, C503, et C506 dans la structure d’IRP-1 %%,
Lorsque le cluster est fixé par IRP-1, cette protéine perd sa capacité a se lier aux IRE, et
acquiert par ailleurs une activité aconitase dans le cytosol **%%?°%_ Cette fixation du cluster
4Fe-4S peut néanmoins étre abolie par la baisse des taux de fer intracellulaires, lesquels
occasionnent en effet une séparation du cluster et d’IRP-1 et une récupération de 1’affinité
d’IRP-1 pour IRE, associée a une perte de 1’activité aconitase d’IRP-1 141252253 ' A\ ce titre, il
semblerait que les trois résidus arginines R536, R541, et R780, participant a 1’activité
aconitase d’IRP-1, soient également impliqués dans la fixation d’IRP-1 aux IRE, expliquant

ainsi la commutation de ces deux fonctions d’IRP-1 2%%, La protéine IRP-2 quant a elle, voit

45



sa synthése augmenter lorsque la concentration en fer intracellulaire décroit **°. A

I’inverse, lorsque celle-ci augmente, le rythme de dégradation de la protéine IRP-2 est accru ;
cette dégradation semble avoir lieu dans le protéasome, probablement suite a une
ubiquitination °>%°. Le fer donnerait lieu & la dégradation de la protéine IRP-2 par le biais
d’un domaine jouant le role de capteur, composé de 73 acides aminés sur la protéine . Le
mécanisme suggéré serait la fixation d’atomes de fer aux résidus C168, C174, et C178 de la
protéine IRP-2, donnant lieu a ’oxydation de ces mémes résidus, avec pour conséquences
I’ubiquitination d’IRP-2 et sa dégradation par le protéasome 2°®%*°. L’ubiquitine ligase E3
responsable du ciblage et de 1’ubiquitination de I’IRP-2 oxydée serait la protéine Heme-
Oxidized IRP-2 ubiquitin Ligase 1 (HOIL-1) ; il est par ailleurs, suggéré que le fer se liant
aux cystéines d’IRP-2 et responsable de leur oxydation, soit de nature héminique *°.
L’implication des résidus cystéine du domaine des 73 acides aminés, dans le mécanisme de

255,261,262. D’autres

réponse au fer, est cependant remis en question par certaines études
données suggerent également un réle des enzymes 2-oxoglutarate-dependant oxygénases,
comme médiateur de la dégradation d’IRP-2 induite par le fer ?°%. Ces modifications des IRP
ont pour effet d’augmenter leur interaction avec les IRE situés sur les ARNm de ferritine H,
ferritine L, et TfR1 %, Cette fixation accrue des IRP sur les IRE des ARNm de ferritine H et
L, a leurs extrémités 5°, va compromettre la traduction de ces ARNm, engendrant ainsi une
baisse des niveau de ferritine H et L dans la cellule 2%, A I’inverse, I’interaction des IRP avec
les IRE situés sur I’extrémité 3° des ARNm de TfR1, permet une stabilisation de ces derniers
aboutissant & une hausse des niveaux protéiques de TfR1 3. Dans le cas opposé d’une
augmentation de fer dans la cellule, la baisse de I’interaction des IRP avec les IRE des ARNm
de ferritine et de TfR1 donne lieu a une traduction non-inhibée des ARNm de ferritine H et L,
et & une dégradation accrue des ARNm de TfR1 *®3. Les protéines IRP régulent également les
ARNm d’autres geénes en lien avec le métabolisme du fer, et peuvent notamment promouvoir
la traduction des ARNm de DMT1 en se fixant sur leurs IRE 3°, et a I’inverse compromettre
celle des ARNm de la ferroportine, d’ALAS2, et de HIF2q, en se liant & leurs IRE 5> 1°%5%%4,
Le systeme IRP/IRE semble donc permettre dans la cellule, un accroissement des capacités de
stockage, d’export, et d’utilisation du fer, associée a une réduction des capacités d’absorption
en cas d’augmentation des concentrations en fer intracellulaire, et réciproquement en cas de

baisse du fer intracellulaire 2>,
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Figure 9. Représentation des voies de régulation intracellulaires des protféines du
métabolisme du fer.

Lorsque les taux de fer intracellulaires baissent, la protéine HIFa. dont I'expression est induite par la baisse des

. L - : : " 242244
taux d’oxygéne intracellulaires, s’associe avec la protéine HIFp

. L’hétérodimére formée par ces deux
protéines migre dans le noyau cellulaire et active la transcription de plusieurs génes codant pour des protéines
impliquées dans le métabolisme du fer ****. De méme. sous I"effet de la baisse des taux de fer, la protéine IRP1
se dissocie du cluster fer-soufre intégré 3 sa structure. tandis que la synthése d'TRP2 est augmentée #1277 Les
protéines IRP1 et IRP2 migrent alors dans le noyau et, d’une part, répriment la traduction de certains ARNm,
notamment ceux des ferritines H et L, en se fixant 3 'IRE de leur extrémité 5'UTR. d autre part, favorisent la
traduction d’autres ARN, notamment ceux de Tfrc. en se fixant 2 I'IRE de leur extrémité 3'UTR P55 4
I'inverse, la hausse des taux de fer intracellulaires donne lieu 3 la dégradation de HIFa, ainsi qu’a l'activation du
facteur FIH1, lequel inhibe 'activité de facteur de transcription de 'hétérodimére HIFo/HIFP, en perturbant

242,243 248 240

I'interaction de cette derniére avec la protéine p300 . De plus, la hausse des taux de fer, d une part,

induit I'intégration d’un cluster fer-soufre par IRP1. compromettant ainsi son interaction avec les IRE des
ARNm, d’autre part, favorise la dégradation d’IRP2 M#-1+152558 g - Soufre, Fe @ Fer

L’homéostasie du fer repose sur un certain nombre de mécanismes et de régulations,
venant d’étre décrits. Cependant, la rupture de cette homéostasie peut conduire a certaines

dysfonctions, et notamment a des phénomenes de surcharge en fer.
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2. Les pathologies de surcharge en fer

Outre les pathologies liées a un déficit en fer, pouvant notamment étre causé par une
carences martiale ou des séquestrations tissulaires du fer, les dysfonctions du métabolisme du
fer comprennent également diverses pathologies de surcharge en fer; ces pathologies
caractérisées par des accumulations anormales de fer peuvent étre acquises, mais un nombre

important d’entre-elles sont d’origines génétiques >,

2.1. Les maladies génétiques de surcharge en fer systémigque

Un nombre important de pathologies de surcharge en fer ont pour origine un déficit
relatif en hepcidine ; ces pathologies sont regroupées sous le terme d’hémochromatoses, et se
distinguent d’autres pathologies de surcharge, qui, bien que pouvant étre accompagnées de
baisses de niveaux d’hepcidine, sont provoqués par des mécanismes physiopathologiques

indépendants ce cette derniére #2%’.

2.1.1. Les maladies de surcharge hepcidino-dépendantes

- L’hémochromatose de type 1

La pathologie de surcharge en fer la plus fréquente est I’hémochromatose liée a la
mutation du géne HFE, dite « Hémochromatose de type 1 », une maladie récessive qui dans
pres de 90% des cas, est due a la mutation homozygote « C282Y » résultant, sur la protéine
HFE, en un remplacement de I’acide aminé cystéine 282 par un tyrosine *®. La pénétrance de
la pathologie causée par cette mutation est cependant incompléte 2%. La perte de la fonction
d’HFE, du fait du role de cette derniére dans la transduction du signal cellulaire aboutissant a
la transcription du gene HAMP codant pour 1’hepcidine, donne lieu a un défaut d’expression

du peptide lié a ce géne **°

. La baisse des niveaux d’hepcidine dans le sérum donne lieu a une
augmentation de la libération de fer dans le plasma par la ferroportine, avec pour conséquence
une hausse des concentrations de fer sérique, et de la saturation de la transferrine 2. Cette
augmentation excessive de la saturation occasionne la formation de NTBI, une forme
biochimique de fer anormale, ayant pour particularité de pouvoir pénétrer tres rapidement
dans certaines cellules, notamment les hépatocytes, par le biais de Zrt and Irt-like Protein 14
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(ZIP14), un transporteur spécifique dont I’expression ne semble pas subir de rétrocontréle

270-272 .
. L’accumulation de ce

négatif en cas d’accroissement des stocks de fer hépatocytaires
fer au sein des cellules cibles crée alors une surcharge, notamment au niveau hépatique, chez
les patients hémochromatosiques de type 1 **°. La surcharge hépatique en fer peut causer une
fibrose hépatique ; a terme, cette dernicre est susceptible d’évoluer vers une cirrhose et un
carcinome hépatocellulaire 2°°#"3%™ par ailleurs, les complications de 1’hémochromatose
peuvent toucher d’autres organes, tels que le pancréas et le cceur, et se caractérisent
respectivement par un diabéte insulino-dépendant, et une cardiomyopathie donnant parfois

266,274

lieu a une insuffisance cardiaque Des complications rhumatologiques peuvent

¢galement survenir, I’hémochromatose étant notamment associée a des arthrites chroniques et

a I’ostéoporose 266,275,276

- Les hémochromatoses de type 2 et 3

D’autres types d’hémochromatoses, plus rares, résultent de mutations des genes
codants pour les protéines HJV, hepcidine, et TfR2, et sont répertoriées sous les appellations
d’hémochromatoses de type 2A, 2B, et 3, respectivement 2. Les surcharges en fer induites
par les mutations homozygotes des génes codants d’HJV et TfR2, découlent de mécanismes
physiopathologiques identiques a ceux de I’hémochromatose de type 1, & savoir une
perturbation du signal cellulaire sensé induire la transcription du géene de I’hepcidine, avec

97,277,278. Les

pour conséquences une baisse des niveaux plasmatiques du peptide
hémochromatoses causées par des mutations du géne HAMP codant pour I’hepcidine,
résultent quant a elles en I’absence de synthése du peptide, ou potentiellement, en la synthése
d’un peptide non-fonctionnel 2%%%°. Les hémochromatoses de type 2A et 2B sont par ailleurs
classées dans la catégorie des hémochromatoses juvéniles, du fait de la précocité de la
surcharge qu’elles induisent, et sont caractérisées par un phénotype plus sévere que celui
rencontré dans 1’hémochromatose de type 1 2%4, Certaines études montrent par ailleurs que
certaines hémochromatoses juvéniles ne sont pas uniquement le fait de mutations des genes
HJV et HAMP, mais résultent de digénismes, impliquant notamment des mutations du gene

HFE, ordinairement associées aux hémochromatoses de ’adulte 28428,

- L hémochromatose de type 4B
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Un quatriéme type d’hémochromatose, dite de type 4B, tient en réalité d’une
résistance a 1’hepcidine et non d’un déficit en hepcidine *®. Cette pathologie découle en effet
de mutations du géne SLC40A1 codant pour la ferroportine, rendant ce transporteur inapte a
répondre a I’interaction avec I’hepcidine ; I’absence d’internalisation et de dégradation en
réponse a son interaction avec 1’hepcidine, méme en situation d’excés de fer, empéche de
moduler la sortie du fer des entérocytes et des macrophages “°?%?. Ceci entraine donc une
hausse pathologique des concentrations plasmatiques en fer, avec des conséquences

semblables & celles retrouvées dans les autres types d’hémochromatoses 2.

2.1.2. Les maladies de surcharge non hepcidino-dépendantes

- La maladie de la ferroportine

La maladie de ferroportine, également connue sous 1’appellation d’hémochromatose
de type 4A, est une pathologie engendrant des surcharges en fer principalement
macrophagiques ®. Des mutations hétérozygotes du géne SLC40A1 codant pour la protéine

ferroportine, sont en cause dans cette affection & transmission dominante 2°%2%°2%  Ces

derniéres entrainent une incapacité de la protéine a assurer son role d’exportateur du fer
notamment au niveau macrophagique, avec pour conséquence de cette dysfonction une
rétention du fer dans les macrophages, occasionnant des surcharges notamment dans la rate et
les cellules hépatiques de Kupffer 2% Contrairement a I’hémochromatose de type 4B évoquée
plus haut, et causée par des mutations du méme géne, la maladie de la ferroportine, du moins
a son stade précoce, n’est caractérisée ni par une augmentation de la saturation de la
transferrine, ni par une hausse du fer sérique, ni par une surcharge hépatocytaire en fer, ceci
témoignant de mécanismes physiopathologiques bien distincts entre les deux pathologies,

malgré la mise en cause du méme géne 2%,
- Les mutations de SLC11A2

Des surcharges en fer liées a des mutations homozygotes ou hétérozygotes composites
de SLC11A2, gene codant de DMTL, ont été rapportées; les caractéristiques cliniques
notables dans ce type d’affections, comprennent une surcharge hépatique en fer, associée a

une anémie microcytaire %2*2% e transporteur DMTI joue en effet un role majeur dans le
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transport du fer vésiculaire vers le cytosol au cours de la captation cellulaire du fer médiée par
TfR1 %. Ainsi, le réle important de DMT1 dans la captation du fer par les cellules érythroides
au cours de 1’érythropoiese, semble expliquer la présence de I’anémie 2. Les raisons de la
surcharge en fer hépatique, quant a elles, restent encore mal comprises **. Il apparait de plus
que toutes les mutations du géne de DMT1 ne conduisent pas a une surcharge hépatique en

fer, ceci suggérant un mécanisme de surcharge dépendant potentiellement du type de mutation
20

- L atransferrinémie héréditaire

Une autre pathologie menant a des surcharges en fer est I’atransferrinémie héréditaire ;
cette affection rare causée par une mutation du gene codant pour la transferrine et résultant en
une absence de transferrine dans le plasma, est en effet a I’origine d’anémies sévéres, et de
surcharges tissulaires en fer °*®, e mécanisme menant & la survenue de ces surcharges
serait en partie lié a la formation de NTBI, non pas du fait d’un excés de fer sérique
aboutissant a une saturation trop importante de la transferrine comme dans les
hémochromatoses, mais bien du fait d’une diminution de la transferrine plasmatique 2.
Comme dans les hémochromatoses, le NTBI induit une surcharge de par sa capacité a envahir

massivement les cellules par son transporteur spécifique, sans subir de rétrocontrdle négatif
272

2.2. L acéruloplasminémie héréditaire

La céruloplasmine est une cuproprotéine possédant une activité ferroxydase, et
rapportée comme ayant une implication majeure dans le métabolisme du fer .
L’acéruloplasminémie héréditaire est une maladie causée par des mutations homozygotes du
géne codant de la céruloplasmine, aboutissant a une absence de synthese de la protéine, ou a
la synthése d’une forme non-fonctionnelle de celle-ci **. Cette pathologie trés rare dont la
prévalence a été évaluée a environ une personne sur 2 millions au Japon, région du monde ou
la pathologie serait la plus fréquente, se transmet sur un mode autosomique récessif 2%, La
maladie aceruloplasminémique, du fait du role de la céruloplasmine dans le métabolisme du
fer, résulte donc notamment en une dysfonction de ce dernier, caractérisée par des surcharges
en fer au niveau hépatique, pancréatique, et cérébral 30°023% | es différentes manifestations
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cliniques de cette affection peuvent survenir a des ages variables, et comprennent
principalement une anémie, un diabéte de type 1, et plus tardivement, des manifestations

300304305~ Ces derniéres semblent directement liées la surcharge en fer

neurologiques
cérébrale, probablement du fait des dommages oxydatifs causés par ’excés de fer dans les
astrocytes, et peuvent notamment comprendre dysarthrie, syndrome extrapyramidal, ataxie, et
démence 3%. Une dégénérescence rétinienne est également retrouvée de maniére fréquente
chez ces patients, du fait de I’accumulation de fer dans la rétine, laquelle est une extension du

systéme nerveux 3943,

2.2.1. Caractéristiques moléculaires de l’acéruloplasminémie heréditaire

- Les mutations du géne de la céruloplasmine

Plusieurs dizaines de mutations différentes ont été répertoriées chez 1’ensemble des

patients acéruloplasminémiques ******

. Une majorité d’entre-elles consistent en des mutations
faux-sens et des mutations par décalage du cadre de lecture ; d’autres plus minoritaires, sont
des mutations non-sens et des mutations au site d’épissage **°. Ces mutations donnent souvent
lieu a la survenue prématurée d’un codon STOP aboutissant a la troncature de la protéine ; les
génotypes des patients peuvent par ailleurs étre hétérozygotes composites ou homozygotes.
Concernant les conséquences des mutations sur la synthése et la sécrétion de la protéine

mature, plusieurs phénoménes sont décrits .

A ce titre, deux principaux types
d’acéruloplasminémie peuvent étre distingués au niveau protéique : I’acéruloplasminémie par
absence stricte de sécrétion de la protéine, due a une rétention de celle-ci dans le réticulum
endoplamique ou & sa dégradation immédiate dans le plasma, et celle par sécrétion d’une
protéine non-fonctionnelle ou a la fonctionnalité altérée, due principalement a un défaut

d’intégration du cuivre a la protéine lors de son passage dans 1’appareil de Golgi 300301

- Exemples de mutations menant a une acéruloplasminémie stricte

Parmi les mutations conduisant a une absence de sécrétion de la protéine, les cas
cliniques présents dans la littérature fournissent quelques exemples. A ce titre, le cas d’une
patiente japonaise porteuse d’une insertion de 5 paires de bases sur ’exon 7, lequel comporte
normalement 140 paires de bases **’. Survenant au niveau du codon correspondant a 1’acide
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aminé 410, la mutation a pour conséquences un décalage du cadre de lecture deés 1’acide
aminé 411, donnant lieu a la survenue d’un codon STOP 34 acides aminés en aval de la
mutation, pour une protéine longue au totale de 445 acides aminés en théorie, contre 1046
chez le sujet sain **". Etant donné la délétion de I’extrémité C-terminale, la protéine demeure
incapable d’incorporer I’atome de cuivre en principe lié a cette terminaison ; ainsi, méme
traduite et sécrétée, la protéine reste en théorie non-fonctionnelle du fait de son incapacité a

assurer son activité ferroxydase

. Il est par ailleurs fortement suggéré dans le cas de cette
mutation, soit une absence de sécrétion de la protéine dans le territoire sanguin, soit en cas
d’une sécrétion, sa rapide dégradation plasmatique *°’. De méme, les mutations non-sens
Y694ter (remplacement du codon Tyrosine-694 par un codon STOP) et W858ter,
occasionnent la rétention de la protéine tronquée dans le réticulum endoplasmique, résultant

en I’absence totale de céruloplasmine plasmatique 308-310

- Exemples de mutations menant a la sécrétion d 'une protéine non-fonctionnelle

Les cas d’acéruloplasminémies par sécrétion de protéines non-fonctionnelles semblent
souvent en lien avec un défaut d’incorporation du cuivre a la protéine ; a titre d’exemple,
plusieurs mutations faux-sens sont rapportées dans la littérature. En effet la mutations G631R
(remplacement du résidu Glycine-631 par un Arginine) se situe a proximité de H637
appartenant & un des centres cuivre de type 1 présents dans la protéine **. Cette mutation
résulte en la sécrétion d’apocéruloplasmine, une forme de céruloplasmine dépourvue
d’atomes de cuivres, et par conséquent également privée d’activité ferroxydase $11 Cette
sécrétion d’apocéruloplasmine inactive est également retrouvée chez une patiente japonaise
portant la mutation G969S, proche de H975 présent sur un des centres cuivre de type 1 de la

302

protéine . Par ailleurs, certaines mutations non-sens peuvent également aboutir a la

sécrétion de la protéine, comme en témoigne la mutation R882ter, donnant lieu a la sécrétion

d’apocéruloplasmine inactive 319312,

2.2.2. Acéruloplasminémie héréditaire et métabolisme du fer

- Le phénotype martial acéruloplasminémique

53



Un des criteres de diagnostic de I’acéruloplasminémie homozygote est de maniere

300

évidente, 1’absence de céruloplasmine détectable dans le plasma “. L’hétérozygotie est par

ailleurs décrite comme étant associée a des taux de céruloplasmine sérique réduits de moitié

en comparaison avec le sujet sain %3

Les paramétres sanguins du fer dans
I’acéruloplasminémie, sont caractériseés par une baisse du fer plasmatique et de la saturation
de la transferrine, associée a une élévation des taux de ferritine ; des anémies microcytiques
résistantes au traitement martial sont également présentes chez les patients *®. Au niveau des
organes, les images par résonnance magnétique montrent une surcharge dans certaines régions
du cerveau, notamment les ganglions de la base au niveau des noyaux caudé et putamen, ainsi
qu’une surcharge hépatique 3%°%. En revanche, la rate ne semble pas présenter de signes de
surcharge en fer chez ces patients ; de plus, les investigations histologiques montrent une
surcharge hépatique majoritairement hépatocytaire, semblant épargner les cellules hépatiques

de Kupffer 302,308,313,314

- La compréhension incomplete du phénotype acéruloplasminémique

Les caractéristiques phénotypiques tissulaires de 1’acéruloplasminémie entrent en
contradiction avec le role décrit de la céruloplasmine dans le métabolisme du fer. En effet,
comme évoqué dans les chapitres précédents (partie 1.4.1., page 34 et 35), la céruloplasmine
est décrite comme une protéine stabilisatrice de la ferroportine, notamment sur la membrane
des macrophages, laissant supposer une surcharge macrophagique en fer chez les patients

acéruloplasminémiques, comme dans la maladie de la ferroportine 24

. L’absence de surcharge
splénique en fer, et la localisation majoritairement hépatocytaire de la surcharge hépatique
constatée chez les patients acéruloplasminémiques, entrent donc en contradiction avec ces
attentes. Par ailleurs, les différents modéles animaux acéruloplasminémiques réalisés
précédemment présentent des phénotypes hépatospléniques divergents en termes de surcharge

en fer (Tableau 1).

2.2.3. Les principaux modeles expérimentaux d’acéruloplasminémie héréditaire

- Le modele de Harris et collaborateurs (1999)

54



Ce modeéle développé sur des souris Black Swiss Webster, est le résultat d’une
mutation par vecteur ciblant les exons 17 et 18, codant pour les sites de la protéine impliqués
dans la formation des centres cuivre trinucléaires ; le vecteur contenait une cassette néo
remplacant les exons 17 et 18 8. Le sérum des souris homozygotes sur la mutation était
totalement exempt de céruloplasmine ®!. Cependant, les taux d’hémoglobine, de fer sérique,
et de saturation de la transferrine ne variaient pas significativement entre les animaux
sauvages et les animaux homozygotes pour la mutation **. Par ailleurs, les concentrations en
fer etaient significativement augmentées a la fois au niveau hépatique, dans les cellules
hépatocytaires et de Kupffer, et au niveau splénique *®*. Le méme modéle utilisée en 2001 par
Meyer et collaborateurs, ne démontrait pas de hausse significative de la concentration en fer
splénique chez les animaux acéruloplasminémiques ; les concentrations en fer dans le
cerveau, le cceur et les reins ont par ailleurs été mesurées et ne présentaient pas de variations
chez ces animaux %°. Dans une étude publiée en 2004 par Cherukuri et collaborateurs,
I’utilisation de la méme mutation, mais sur fond génétique C57BL/6J par croisement sur
plusieurs générations, comporte des souris acéruloplasminémiques, qui, a I’inverse de celles
du modéle de I’étude de 1999, présentaient une baisse significative des concentrations en

316. Les

hémoglobine, des taux de fer sérique, et de la saturation de la transferrine
concentrations tissulaires en fer n’étaient par ailleurs pas présentées dans cette étude **°. En
2009, une nouvelle étude utilisant a nouveau cette méme mutation sur fond génétique
C57BL/6J, a été publiée par Chen et collaborateurs *''. Comme dans I’étude de 1999, les
animaux acéruloplasminémiques ne présentaient pas de baisse de leurs taux d’hémoglobine ;
en revanche, leurs concentrations sériques en fer étaient significativement abaissées en
comparaison avec les animaux contrdles, tandis que la saturation de la transferrine n’était pas
communiquée par les auteurs Y. Les animaux homozygotes présentaient également une
hausse du fer hépatique et splénique en comparaison avec les animaux controles Y. Les
souris acéruloplasminémiques ont par ailleurs montré des concentrations en fer cérébrales,
cardiaques, et rénales restant identiques entre les génotypes sauvages et mutés, tandis que la
mutation engendrait une hausse de ces concentrations dans I’intestin et une baisse dans les
tissus osseux >*”. Une étude publiée en 2015 par Jiang et collaborateurs utilise une nouvelle
fois la mutation de Harris et collaborateurs, maintenue sur une lignée C57BL/6J ; les résultats
montrent une baisse des taux de fer sériques ainsi qu’une hausse de la concentration hépatique
en fer chez les animaux acéruloplasminémiques, tandis que les concentrations spléniques et
entérocytaires en fer semblaient rester identiques malgré la mutation *'%. Les concentrations

55



en fer dans le cortex, I’hippocampe, le cervelet, et le tronc cérébral ne variaient pas sous

leffet de la mutation 3%,

Enfin, une derniére étude publiée en 2018 par Fuqua et
collaborateurs utilise la mutation maintenue sur lignée C57BL/6J, et présente des souris
aceruloplasminémiques anémiées ayant de plus une baisse des taux de fer sérique et de la
saturation de la transferrine ; ces mémes animaux présentent une hausse des concentrations

hépatiques en fer, principalement localisée dans les hépatocytes 3*°.

- Le modele de Patel et collaborateurs (2002)

Le modele développé par ces auteurs chez la souris C57BL/6J, résulte d’une mutation
opérée grace a un vecteur, généré par un remplacement d’un fragment de 3 kilobases (kb)
contenant I’exon 1 du géne par une cassette néo °°°. La mutation donne lieu & une délétion
d’environ 4,5 kb dans la région du géne contenant 1’exon 1, et entraine 1’absence de
céruloplasmine dans le sérum des souris homozygotes pour la mutation *®®. Ces derniéres
révélent une baisse importante des taux de fer sérique, ainsi qu’une baisse de la saturation de
la transferrine, malgré des taux d’hémoglobine et d’hématocrite semblant rester stables 3%, I
est par ailleurs observé une accumulation de fer dans les tissus du tronc cérébral (notamment
le mésencéphale), du cervelet (cellules de la couche granuleuses, noyaux cellulaires
profonds), de la moelle épiniére cervicale, de la moelle épiniére dorsale, et de la rétine .
Cependant cette accumulation de fer n’est pas retrouvée dans le cortex, les noyaux caudé et
putamen, le bulbe olfactif, ou encore la moelle épiniére lombaire **°. Une accumulation de fer
est par ailleurs observée au niveau hépatique, notamment hépatocytaire, tandis que les taux de

fer spléniques ne semblent pas étre impactés par la mutation *°.

- Le modele de Yamamoto et collaborateurs (2002)
Les travaux portant sur ce modeéle ont été réalisés sur des souris de lignée BALB/c *%°,
La mutation opérée consistait en une délétion de la majeure partie de la séquence de 1’exon 1
du gene de la céruloplasmine, et résultait en une absence totale de la protéine dans le sérum

des animaux comportant les deux alléles mutées 2.

Une baisse significative de la
concentration sérique en fer, accompagnée d’une anémie microcytaire moyenne étaient
présentes chez les souris homozygotes sur la mutation ; la saturation de la transferrine ne
semble cependant pas avoir été mesurée dans ce modele *%°. Les concentrations en fer

56



restaient inchangées dans le cerveau et le duodénum, et augmentaient dans le foie des
animaux homozygotes sur la mutation, tant dans les hépatocytes que dans les cellules de
Kupffer ; les concentrations spléniques en fer ne semblent pas avoir été mesurées par les

auteurs >%°,
- Le modeéle de Gouya et collaborateurs (2007)

Ces travaux ont consisté en une étude par rétrocroisements, dans laquelle figure entre-
autre la comparaison entre la lignée donneuse C57BL/10ScSnA et la lignée receveuse
C3H/DiSnA **. La lignée C3H/DiSnA était porteuse de la mutation non-sens constitutive
R435X, au niveau de I’exon 7 du geéne codant pour la céruloplasmine, au contraire de la

lignée C57BL/10ScSnA ne portant pas la mutation 3%

. La céruloplasmine et D’activité
ferroxydase étaient absentes dans le plasma des souris C3H/DiSnA 2! De plus, en
comparaison avec la lignée C57BL/10ScSnA, les animaux C3H/DiSnA présentaient un
abaissement des taux de fer plasmatiques et de la saturation de la transferrine, associé a une
hausse des concentrations hépatiques en fer ***. Les concentrations spléniques en fer étaient

%1 1gvaluation de Deffet de la mutation

inchangées entre les deux lignées
acéruloplasminémique a travers ce protocole expérimental présentait néanmoins une limite,

liée a I’utilisation de fonds génétiques différents entre les groupes comparés .
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[1 [1]
. Fond Fer Localisation [1Fer [1Fer | []1Fer
Modéle Lo Hb . Sat. | CHF . CSF | Fer . . Fer
géneétique serique Fer Foie Intestin | Coeur | Reins
SNC Os
*Modele original black Swiss- - _ _ + Hépatocytes +
(Harris, 1999) Webster - - - et Kupffer
Réutilisation
dele* black Swiss- + _ _ _ _
moaele Webstar - - - -
(Meysar, 2001)
Réutilisation
mutation® C57BL/6 - - -
(Cherukuri, 2004)
Réutilisation
mutation * C57BL/6) = - + + = + = = -
(Chen, 2009)
Réutilisation
mutation C57BL/6) - + = | = =
(Jiang, 2015)
Réutilisation
mutation® C57BL/6) - - - 4+ | Hépatocytes
(Fuqua, 2018)
Madéle original .
C57BL/8l = - - Hépatocytes = =
(Patel, 2002) / + patocyt +
Modéle original Hépatocytes
€ BALB/c - - + patocyt = =
(Yamamoto, 2002) et Kupffer
C3H/DisnA
Maodele original it + _
{Gouya, 2007) -
C57BL/105cSnA

Tableau 1 : Synthése des caractéristiques phénotypiques des principaux modéles de souris

acéruloplasminémiques 8139313321

- (Baisse), = (Absence de différence), ou + (Hausse) du paramétre chez les animaux acéruloplasminémiques
homozygotes en comparaison aux animaux contrdles sauvages. CHF - Concentration hépatique en fer. CSF -
Concentration splénique en fer. [ ] : concentration. Hb : hémoglobine. Sat. : Saturation de la transferrine. Les
cases grises désignent les parameétres n’ayant pas été renseignés par les auteurs.

Il semble donc exister des disparités de phénotypes, notamment hépato-spléniques,
entre les modeles expérimentaux d’acéruloplasminémie, parfois méme entre plusieurs études
utilisant un méme modéle. Ces données tendent a montrer que, comme évoqué dans les
chapitres précédents (partie 2.2.2., page 54), la fonction biologique rapportée de la

ceruloplasmine et les constats phénotypiques formulés dans I’acéruloplasminémie ne
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coincident pas. Ces constats laissent supposer que le réle biologique de la céruloplasmine est

incomplétement compris.

3. La céruloplasmine

La ferroxydase céruloplasmine, est connue pour étre exprimée sous deux formes : la
forme circulante synthétisée et sécrétée en grande majorité par les hépatocytes dans le plasma,
et la GPI-céruloplasmine membranaire, notamment exprimée au sein des astrocytes ; ces deux

formes sont les résultats d’épissages alternatifs des ARNm d’un méme géne 22

3.1. Le géne codant de la céruloplasmine

La céruloplasmine est codée par un gene unique, localis¢ chez I’Homme sur le

chromosome 3 300322,

3.1.1. Structure du géne de la céruloplasmine

La région codante du géne de la céruloplasmine comprend 19 exons longs de 107 a
plus de 263 paires de bases (pb), entre lesquels sont intercalés 18 introns d’une taille allant de
0,44 & 10 kb (Figure 10) *2. Les codons d’initiation (ATG) et de terminaison (TGA) de la
traduction sont présents respectivement aux nucléotides codants 1 a 3 dans I’exon 1, et 3208 a
3210 dans I’exon 19 3. Par ailleurs, sur les sites de branchement de tous les introns du géne,
I’adénine de liaison nécessaire au passage a la conformation lasso de I’intron lors de
’épissage, est localisée a une distance comprise entre 17 et 42 pb du site accepteur d’épissage
en 3’ de 'intron *%. Les sites d’épissage, donneurs d’une part, et accepteurs d’autre part, ont

une homologie d’environ 69 & 100 % entre eux 3%,
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(16 kb) ok 22k Intron 11 (1 kb) /
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i
Intron 17
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(1.4 kb) (16 kb) /
Intron 18
(2,6 kb)

Figure 10:@ Représentation des enchainements infron/exon du géne codant de Ia
. : 303
céruloplasmine humaine ™.

UTR : Untranslated regions

L’expression du geéne de la céruloplasmine est régulée par différents facteurs,

notamment inflammatoires (Figure 11).

3.1.2. Régulation de [’expression du gene de la céruloplasmine

- Régulation par [’inflammation

Le lien entre 1’inflammation et la céruloplasmine est connu ; en effet, en dépit du fait
que ses niveaux plasmatiques ne soient pas toujours corrélé aux marqueurs inflammatoires
classiques tels que la protéine C réactive, les niveaux de céruloplasmine sont cependant

inflammatoire  3243%,

accrus dans certaines pathologies impliqguant un processus
L’inflammation, notamment en phase aigiie, joue en effet un réle majeur dans la modulation
de D’expression du geéne de la céruloplasmine ; a ce titre, des données montrent que
I’inflammation induite chez I’animal donne lieu & une hausse des niveaux hépatocytaires
d’ARNm de céruloplasmine, suivie d’une hausse des niveau plasmatiques de céruloplasmine
322326 Dautres données obtenues in vitro semblent par ailleurs montrer qu’un des effecteurs

principaux de cette régulation inflammatoire est 1’IL-6 **”. En effet, des éléments de réponse &
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cette cytokine ont été identifiés sur le promoteur du géne de la céruloplasmine, ainsi que sur

un amplificateur de ce dernier %%

Cette induction de D’expression du géne de la
céruloplasmine par 1’IL-6 semble étre médiée par ’activation du facteur de transcription
Forkhead box protein O1 (FOXO1) *?%. Il apparait en outre que d’autres cytokines aient une
implication dans I’induction de la céruloplasmine ; a ce titre, I’IL-1p jouerait un réle dans la
régulation inflammatoire de la céruloplasmine ; cette cytokine étant capable d’induire une
hausse de I’expression du géne de la céruloplasmine dans les hépatocytes et les cellules
gliales 322329330 14 liaison d’IL-1p & son récepteur IL-1R provoquerait une activation des
voies MAPK consistant en une phosphorylation accrue des protéines p38 et ERK1/2, ainsi
qu’une phosphorylation accrue de NF-kB inhibitor alpha (IkBa) et de c-Jun N-terminal
Kinase 1 (INK1) *! La phosphorylation d’IxBo aboutirait & une induction de la
céruloplasmine par I’intermédiaire du facteur de transcription Nuclear Factor-kappa B (NF-
kB), par ailleurs co-induit par phospho-p38 **!. La protéine p38 phosphorylée induirait
également la transcription du géne de la céruloplasmine par activation des facteurs de
transcription CCAAT-Enhancer-Binding Proteins (C/EBP) et Activator Protein 1 (AP-1);
AP-1 serait également co-induit par phospho-ERK1/2 et phospho-JNK1 ®3. En outre, ’IL-1a
serait également a méme d’induire la transcription de la céruloplasmine dans les hépatocytes
%0 De méme, la cytokine Interferon gamma (IFN-y) serait &8 méme d’induire la transcription

de la céruloplasmine dans les hépatocytes et les monocytes #323%,

- Régulation hormonale

L’ expression du gene de la céruloplasmine est également régulé de maniere importante
par certaines hormones sexuelles féminines ; en effet, il apparait que I’estradiol donne lieu a
I’augmentation des niveaux d’ARNm de céruloplasmine %%, Par ailleurs, au cours de la
grossesse, les niveaux plasmatiques de céruloplasmine sont augmentés, ceci pouvant suggérer
un potentiel role de la progestérone ***. De plus, les niveaux plasmatiques de céruloplasmine
sont encore davantage augmentés en cas de pré-éclampsie, en comparaison avec des femmes
pour lesquelles le déroulement de la grossesses est normale 322%%3%7 | 3 pré-éclampsie étant
associée avec des niveaux de progestérone accrus dans le placenta mais inchangés dans le
plasma comparé aux grossesses normales, le role de cette hormone dans 1’accroissement des

338339 Par ailleurs,

niveaux de céruloplasmine parait incertain dans cette situation
contrairement au traitement a l’estradiol, le traitement a la progestérone n’induit aucune
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modification des concentrations plasmatiques de céruloplasmine chez 1’animal, suggérant un
role exclusif des estrogénes dans I’induction hormonale de la céruloplasmine **°. De plus, des
données portant sur la contraception orale montrent que les taux plasmatiques de
céruloplasmine baissent chez les femmes recevant un contraceptif exclusivement progestatif,
tandis que ces taux sont au contraire augmentés chez celles recevant un composé progestatif
combiné a un composé estrogénique dérivé de I’estradiol, ceci semblant confirmer le role

. . - . . . . 322341
prépondérant de ce dernier dans 1’induction de la céruloplasmine .

- Régulation par les métaux

L’expression du géne de la céruloplasmine peut étre induite par le biais d’une baisse
des concentrations en fer au sein de I’hépatocyte ; cette baisse est en effet a méme d’induire la

transcription du géne #+3%

. A Tinverse, 1’accroissement des taux de fer régule cette
transcription & la baisse *****. Ces considérations sont corroborées par des données cliniques
portant sur des patients hémochromatosiques porteurs de la mutation « C282Y » %, En effet,
dans le plasma de ces patients, les taux de céruloplasmine et les activités ferroxydases étaient
abaissés lorsqu’une surcharge hépatique en fer non-traitée était présente, tandis que ces taux
de céruloplasmine avaient des valeurs identiques a celles des sujets controles, chez les
patients dont la surcharge avait été préalablement traitée par phlébotomie **. Par ailleurs, le

cuivre serait capable d’activer la transcription du géne de la céruloplasmine, par

I’intermédiaire du facteur de transcription AP-1 330,344,
- Régulation par [’oxygene

De méme, I’hypoxie peut avoir une influence sur I’expression du gene de la
céruloplasmine ; en effet comme évoqué dans les chapitres précédents (partie 1.5.3., pages 44
et 45), le promoteur du géne de la céruloplasmine comporterait un élément de réponse a HIF-
1 247322345 Ajouté au fait que les niveaux d’ARNm de céruloplasmine soient décrits comme
étant accrus en cas d’hypoxie, I’identification de cet élément de réponse a HIF-1 suggere que
ce dernier pourrait réguler positivement I’expression du géne de la céruloplasmine 24732234,
Cependant et de manicre étrange, il semblerait que la situation opposée, a savoir I’exposition
a un environnement hyperbare, provoque également un accroissement des niveaux
plasmatiques de céruloplasmine **°.
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Figure 11 : Représentation des voies de régulation du gene de la céruloplasmine.

L°IL-6 se lie & son récepteur IL-6F. provoquant la transcription du géne de la céruloplasmine par I intermédiaire
du facteur de transcription FOXO1 ** L'IL-la semble également jouer un téle dans I'induction de la
céruloplasmine **". L°IL-1p se lie au récepteur IL-1R. provoquant la phosphorylation d Ix-Ba. p38. ERK1/2 et
INK1 2% 13 forme phosphorylée de la protéine Ix-Ba active le facteur de transcription NF-xB. lequel
induit la transcription du géne de la céruloplasmine *°'. La forme phosphorylée de p38 participe 4 'activation de
NF-«B, et active également les facteurs de transcription C/EBP et AP-1, induisant a leur tour la transcription du
géne de la céruloplasmine . Par ailleurs. AP-1 est également activé par les formes phosphorylées de ERK1/2 et
JNK1, amnst que par 'augmentation des concentrations intracellulaires en cuivre 305034 L’ IFN-y induit
également la transcription de la céruloplasmine. au méme titre que 'estradiol **%**¥33*! 13 baisse des taux
d’oxygéne imtracellulaires mduit I'expression de HIFa. et potentiellement celle d"HIFP : sous 1'effet de cette
baisse des taux de fer, HIFu et HIFf s’associent en une hétérodimére, 3 méme de jouer le réle de facteur de
transcription sur le promoteur du géne de la céruloplasmine M1A2HT33E 1. hausse des taux de fer
intracellulaires occasionne en revanche une dégradation de HIFa compromettant la formation de I'hétérodimére
HIFo/HIFp. et joue par conséquent en la défaveur de |'expression du géne de la céruloplasmine #9248
IFN-yR : Interferon gamma Receptor

3.2. La protéine céruloplasmine
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La céruloplasmine est une cuproprotéine de la famille des multicopper-oxydases,
comportant 6 atomes de cuivre qu’elle intégre dans sa structure, et stabilisant la conformation
tridimensionnelle de la protéine 3437, Ces atomes de cuivre, d’implication majeure dans la
fonction de la protéine, sont a replacer dans le contexte des structures primaire, secondaire, et

tertiaire de la protéine.

3.2.1. Structure de la glycoprotéine céruloplasmine

- Structure primaire de la céruloplasmine

La littérature portant sur la structure primaire de la céruloplasmine décrit une
glycoprotéine composée d’une chaine ploypeptidique de 1046 acides aminés de 120 kDa,
pour un poids moléculaire total, incluant les 4 glucosamines auxquelles elle est liée, de 132

kDa 3223838 | 3 protéine semble étre synthétisée et sécrétée en une seule chaine

322348 Elle est par ailleurs décrite comme comportant trois fragments

polypeptidique
protéolytiques ; ces derniers sont de 67, 50 et 19 kDa, dans le sens N-terminal a C-terminal
respectivement 30351 Ces fragments se suivent avec des espacements d’un acide aminé : un
arginine entre les fragments de 67 et 50 kDa, et un lysine entre ceux de 50 et 19 kDa . Par
ailleurs, une triplication de la protéine a été identifiée ; en effet, les 3 types de domaines
successifs Al, A2, et B, sont répétés trois fois chacun avec un degré d’homologie d’environ
30 %, et dans un ordre identique sur la longueur totale de la protéine en Al’, A2’, B’, puis
A1, A2, et B> #0238 Ajngj e fragment de 67 kDa comprend les domaines Al, A2, B,
et Al’, celui de 50 kDa contient A2°, B’, A1”” et A2, tandis que le dernier fragment de 19
kDa contient B>> ¥%%%2 Ce découpage structural en neuf domaines connait néanmoins une
variante, consistant en une structuration en six domaines A, B, A’, B’, A”’, et B”’, dans
laquelle les domaines Al et A2 sont regroupés en un seul domaine A **°%2_ Par ailleurs,
certains auteurs se référant a la structuration en six domaines utilisent la nomenclature

numérique 1,2, 3,4, 5, et 6 pour A, B, A>, B, A”*, et B”” respectivement (Figure 12) %,
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19 kDa
[valine-888 3 glycine-1046)

| 67 kDa (lysine-1 a sérine-480) | 50 kDa (sérine-482 3 leucine-886) | |
NH, m— COOH
Fragments protéolytiques
2 a ]
1 (lysine-188 3 lysine- 350) 3 {alanine-548 a leucine -710) 5 (valine-888 2 glycine -10485)
(lysine-1 & aspartate-187) (histidine- 351 & histidine- 547) (glycine-711 2 lysine -887)
I | | I | I |
NH, — COOH
MNomenclature numérigue & 6 domaines
B BJ B”
A (lysine-188 3 lysine- 350) A (alanine-548 3 leucine -710) A (valine-888 & glycine -1046)
(lysine-1 3 aspartate-187) (histidine- 351 & histidine- 347) (glycine-711 3 lysine -887)
I I I | I I | ~
NH, e —— COOH
MNomenclature alphabétique @ 6 domaines
A A1"
A2 . A « [glycine-711 & glutamine- 821) "
S 45 & ae P (sérine-482 3 histidine- 547) '=F = T =8 - B
(thréonine-121 3 aspartate- lBExll B’ (valine-888 a glycine- 1046)
Al I:I'I.-'SI“E-L'Qa 3 I'y'SIIIE"- 350) Al ':EIEI'II'le—E-'fIE 3 leucine- ?13] A"
{lysine-1 3 thréonine-120) (histidine-351 a arginine- 481) (thréonine-822 & lysine- 887)
I I I I |
NH, COOH

Nomenclature alphabétique 8 9 domaines

Figure 12 : Représentation de la structuration en fragments protéolytiques et en domaines de

. , . 350-335
la protéine céruloplasmine >

En tant que glycoprotéine, la céruloplasmine comporte quatre glucosamines liés
chacun a I’atome d’azote d’un résidu asparagine ; un premier dans le domaine Al sur I’acide
aminé N119, un second dans le domaine B sur N339, un troisieme dans le domaine A1’ sur
N378, et enfin un dernier dans le domaine A1>> sur N743 (Figure 13) 3°2343%35 Certaines
variations peuvent étre présentes dans la structure primaire de la céruloplasmine, celles-ci se
caractérisent notamment par une variabilité Glycine/Lysine au niveau des positions 79 et 449,

avec pour chacune de ces deux positions, un ratio Glycine/Lysine observé a 20/80.

- Structure secondaire de la céruloplasmine
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Ces modeles de structuration établis suite a 1’étude de la structure primaire de la
protéine, notamment sur la base de ses propriétés protéolytiques, trouvent en partie leur
explication dans la structure secondaire de la céruloplasmine. Cette structure comprend en
effet différents types de conformations; une organisation en feuillet-p est retrouvée sur
environ 33 % des résidus, en coude-f sur environ 31 % des résidus, tandis qu’environ 20 %
des résidus sont organisés en hélices-o et que environ 17 % correspondent a des structures
aléatoires >, Ces éléments de structure secondaire semblent effectivement expliquer certains
constats en lien avec 1’étude de la structure primaire de la protéine ; il est de fait observe que
les points majeurs de fragmentation protéolytique tendent a correspondre a des zones inter-
domaines aléatoires, tandis que les zones inter-domaines comportant une conformation en
feuillet ou coude-B ou encore hélice-o sont davantage résistantes a la protéolyse et tendent a
rendre les domaines solidaires dans la formation d’un seul fragment protéolytique **°31%3 A
titre d’exemple, les inter-domaines A1-A2 et A1°’-A2’’, organiseés en feuillet-B conservent
cette solidarité, tandis que I’inter-domaine A1’-A2’ comportant une structure secondaire
aléatoire céde a la protéolyse, formant ainsi le point de rupture entre les fragments
protéolytiques de 67 kDa et 50 kDa **. De méme, les inter-domaines A2-B et A2’-B’
organisés en hélice-a et coude-f respectivement sont résistants a la protéolyse, au contraire de
I’inter-domaine A2’’-B’’ dont la structure secondaire semble aléatoire, et qui forme le point
de clivage entre les fragments de 50 kDa et 19 kDa **3. En outre, la structure secondaire de la
protéine repose également sur la présence de cing ponts disulfures, liant entre eux les acides
aminés : C155 a C181 (domaine A2), C257 a C338 (domaine B), C515 a C541 (domaine
A2%), C618 4 C699 (domaine B’), et enfin C855 4 C881 (domaine A2’’) 303523543538 pay
ailleurs, quatre groupements sulfhydryles libres ont également été identifiés sur les positions
€221 (domaine A2), C319 (domaine B), C680 (domaine B’), et C1021 (domaine B*”) 0%,
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Figure 13 : Représeniation de la structure primaire de la protéine ceéruloplasmine,
accompagnée de certains éléments de sa structure secondaire et des cations de cuivre *>%,
Fragment de 67 kDa ; Fragment de 50 kDa ; Fragment de 19 kDa ; Position des glucosamines
( SN ) : Variabilité Glycine/Lysine (*): Ponts disulfures ( L-_g-.--. s -4 ): Groupements
sulfhydryles libres ( 5:H) : Cations de cuivre et leurs liaisons ( o—{ [ 0)
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- Structure tertiaire de la céruloplasmine

La structuration primaire en six domaines décrite plus haut se retrouve dans la
structure tertiaire de la protéine (Figure 14). En effet, les six domaines primaires de la
protéine forment chacun un tonneau 3 surplombé par une longue boucle assurant la jonction
entre les brins 1 et 2 du tonneau ; par ailleurs, les boucles des domaines numérotés paires et
impaires sont, pour certaines d’entre-elles, liées les unes aux autres (boucle du domaine 1
avec celle du domaine 2, 3 avec 4, et 5 avec 6) **>**’. Les tonneaux B sont organisés en deux
trios : le trio des domaines 2, 4, et 6 et celui des domaines 1, 3, et 5 s’organisent chacun en
triangle autour d’un méme axe, mais semblent cependant étre orientés de maniere différente
par rapport & ce dernier *°. En effet, les tonneaux des domaines numérotés pairs sont orientés
d’une telle maniere que leur extrémité haute (coté boucle de jonction des brins 1 et 2)
convergent vers ’axe, tandis qu’a I’inverse, les tonneaux des domaines impairs voient leur

partie haute diverger par rapport a I’axe *°.

3.2.2. Métaux et structure de la céruloplasmine

- Intégration des atomes de cuivre dans la céruloplasmine

Au cours du processus de maturation de la céruloplasmine, les atomes de cuivre
présents dans le cytosol des hépatocytes se lient aux protéines chaperonnes Antioxidant 1
copper chaperone (ATOX1), et migrent jusqu’aux transporteurs Copper transporting ATPase
2 (ATP7B), qui assurent leur passage dans 1’appareil de Golgi, ou leur intégration a la

322

ceruloplasmine a lieu °“°. L’intégration des atomes de cuivre a la céruloplasmine est un

processus décrit comme intervenant relativement tot suite a la synthése de la protéine 313
Ne nécessitant pas de caractéristiques de maturation avancée tels que la présence des
glycosamines liés a [’asparagine, 1’intégration des atomes de cuivre requiert cependant
I’intégrité¢ de I’ensemble des sites de liaisons au cuivre, I’absence ou le remplacement d’un
acide aminé d’un des sites occasionnant effectivement un défaut total I’incorporation des

11359 1 *intégration des atomes de cuivre semble en effet étre un

atomes a la protéine
processus cooperatif, la fixation des premiers atomes provoquant un changement de
conformation de la protéine par allostérie, nécessaire a la fixation des atomes suivants ; il ne
semble cependant pas y avoir d’ordre spécifique de fixation des atomes aux différents sites
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31 | es processus de synthése et de sécrétion de la céruloplasmine semblent indépendants des
statuts d’intégration du cuivre; en effet en cas de défaut d’incorporation du cuivre,
I’apocéruloplasmine semble synthétisée et sécrétée dans des proportions et avec des
cinétiques similaires a celles de ’holocéruloplasmine **. De plus, en cas de déficience en
cuivre, la céruloplasmine semble malgré tout pouvoir étre synthétisée sous forme
d’apocéruloplasmine ; 1’instabilit¢é de cette derniére occasionne cependant sa rapide

dégradation dans le plasma *®.
- Les centres cuivre de la céruloplasmine

La structure tertiaire de la protéine permet la fixation de cations de cuivre (Cu)?* aux
acides aminés des différents domaines de la structure primaire. En effet, la céruloplasmine
renferme six cations Cu* de trois types différents dans sa structure ; trois cations de type I, un
de type 11 et deux de type 111 *°. Par ailleurs appelés « ions de cuivre bleu », les cations Cu®*
de type 1 se distinguent par leur forte absorbance a une longueur d’onde d’environ 600
nanometres, leur détection possible par résonance paramagnétique électronique, et semblent
classiqguement liés dans la cuproprotéine a deux histidines, un cystéine et un méthionine
330352353355 es cations Cu?* de type 2, aussi appelés «ions de cuivre non-bleus » sont
également détectables par résonance paramagnétique €électronique et se caractérisent par leur
faible absorbance & 600 nanométres, tandis que les cations Cu®* de type 3 sont indétectables
par résonance paramagnétique électronique *2. Séparés les uns des autres par une distance
d’environ 18 angstroms (/51), les trois cations de type | sont positionnés de maniére isolée dans
la structure de la céruloplasmine et forment des centres mononucléaires ; ils sont numérotés
Cu 2, Cu 4, et Cu 6 en référence a leur position sur les domaines 2, 4 et 6 (ou B, B’, et B”*)

respectivement 3°0:3°3%7,

Le cation de type Il, soit Cu 10, ainsi que les deux cations de type
I11, Cu 20 et Cu 30, sont tous trois regroupés a environ 4,5 A de distance les uns des autres, au
niveau de I’interface des domaines 1 et 6, (soit plus précisément, des domaines Al, A2, et
B’’), et forment un complexe trinucléaire au cceur duquel figure une molécule de dioxygene
390355357 Ces six cations Cu®* sont chacun liés & un nombre d’acides aminés allant de deux &
quatre, soit par I’atome d’azote de ce dernier dans le cas des liaisons aux histidines, soit par
celui de soufre dans le cas des liaisons aux cystéines ou aux méthionines **°. Ainsi les trois
cations de type | sont liés aux acides aminés de leurs domaines de position respectifs ; en
effet, Cu 2 est lié a H276, C319, et H324, Cu 4 est lié a H637, C680, H685, et M690, tandis
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que Cu 6 forme des liaisons avec H975, C1021, H1026, et M1031 **03%33% A Pinverse les
cations de types Il et 111 du complexe trinucléaire entretiennent chacun des liaisons a la fois
avec les acides aminés des domaines 1 et du domaine 6 ; ainsi, Cu 10 est lié a H101 et H978,
Cu 20 se lie 8 H103, H161 et H1022, et Cu 30 & H163, H980 et H1020 **°. Chacun de ces six

cations Cu®" est séparé de ses résidus de liaison par une distance allant de 1,87 & 3,32 A%,

Boucle de jonction des

brins 1 et 2 du tonneau B Tonneau B domélne 4

Tonneau B domaine 5

Tonneau 3 domaine 3

Na 4

Tonneau B domaine 2 " Tonneau B domaine 6

Tonneau B domaine 1

Figure 14 : Représentation schématique de la structure terfiaire de la céruloplasmine et de la
- . f e PSP ;. 350,354,355.337
position des cations métalliques intégreés a la protéine S

- Les autres cations intégrés a la céruloplasmine

D’autres cations sont intégrés a la structure de la céruloplasmine ; en effet le cation
calcium (Ca)®* est présent sur le domaine 1 de la protéine *’. Lié & deux molécules d’eau,
ainsi qu’aux acides aminés K109, Q124, D127 et D128, ce cation est suspecté de jouer un role
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d’interaction avec le glucosamine de 1’acide aminé N119 de par sa proximité d’environ 10 A
avec un des atomes de carbone de ce dernier ; Ca** est de ce fait décrit comme possiblement
impliqué dans la fixation de la céruloplasmine aux érythrocytes par les glucosamines **’. Par
ailleurs, trois cations sodium (Na)* sont présents dans la structure de la protéine, aux
interfaces des domaines 1 et 2 (Na 2), 3 et 4 (Na 3), ainsi que 5 et 6 (Na 4) ; ces cations sont
décrits comme ayant une probable implication dans la stabilité des liaisons évoquées plus
haut, entre les boucles de jonction des brins 1 et 2 des tonneaux B des domaines paires et

35

impaires *’. En outre, de par sa proximité avec un site labile de liaison aux cations

métalliques du domaine 6, le cation Na 4 est suspecté par certaines auteurs, de jouer un réle

en lien avec les propriétés d’oxydation cationique suggérées du site labile **7.

- Les sites labiles de fixation des cations métalliques

La présence de deux sites dits « labiles », pouvant recevoir des cations métalliques est
décrite dans les domaines 4 et 6 ; la nature des cations semble pouvoir étre multiple 373,
Ces sites sont par ailleurs décrits comme étant occupés par des cations Cu®* 50 % du temps
%4 Les résidus permettant la fixation des cations au niveau des sites seraient H602, E597, et
D684 dans le site du domaine 4, tandis que dans le domaine 6, outre trois molécules d’eau, la
fixation des cations serait assurée par les acides aminés H940, E935 et D1025 343731 | g
caractéristiques des sites labiles suggerent que ces derniers comportent des propriétés

d’oxydation des cations métalliques 7

3.2.3. Expression tissulaire des différentes formes de la protéine

- Expression de la forme circulante de la protéine

Outre les hépatocytes qui expriment la majorité de la céruloplasmine circulante,
I’expression de la protéine a été démontrée chez 1’animal, comme ayant lieu dans d’autres
tissus, notamment les glandes mammaires %2, Par ailleurs, la forme sécrétée de la protéine
semble pouvoir étre également exprimée par des cellules circulantes telles que les

lymphocytes 3,

- Expression de la forme membranaire de la céruloplasmine
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Dans le systéeme nerveux central, la céruloplasmine semble exprimée par les cellules
gliales, notamment les astrocytes, ainsi qu’au niveau des plexus choroides et des cellules
leptoméningées, sous forme de céruloplasmine membranaire, enchassée dans la membrane
par son GPI 3% Cette forme résulte d’un épissage alternatif & celui de la forme circulante,
en aval de I’exon 18 du transcrit, donnant lieu & une substitution de 30 acides aminés
alternatifs aux 5 derniers acides aminés présents sur la forme circulante **’. La céruloplasmine
membranaire semble par ailleurs exprimée dans des types cellulaires n’appartenant pas au
systéeme nerveux central, notamment ceux exprimant également la forme circulante, tels que
les hépatocytes *®®. La GPI-céruloplasmine semble également exprimée dans les cellules de
Sertoli et certaines cellules immunitaires telles que les lymphocytes et les macrophages
363368389 Cette derniére apparait en outre comme étant potentiellement co-localisée avec la

ferroportine sur la membrane %,
- Hypothese d 'une troisieme forme de céruloplasmine
Une troisieme forme de céruloplasmine pourrait exister, au regard d’un transcrit
alternatif identifié comme précurseur d’une protéine comportant 4 acides aminés de plus que

la forme circulante, et s’exprimant exclusivement dans le placenta et les chondrocytes .

3.2.4 Activité ferroxydase de la céruloplasmine

- Processus d’oxydation du fer par la céruloplasmine

La céruloplasmine présente des caractéristiques propices a une activité enzymatique a
I’égard des cations métalliques, telles qu’une répartition des charges négatives entre les larges
boucles liant les brins 1 et 2 des tonneaux B, ceci suggérant une capacité d’attraction des ions
métalliques positifs, notamment en direction des centre cuivre mononucléaires ***. La
céruloplasmine est en effet décrite comme pouvant oxyder différents cations; cependant
I’activité enzymatique principale de la protéine, au regard de la littérature, semble étre son
activité ferroxydase, exercée a 1’égard de Fe?* *®!. La céruloplasmine capte un premier cation
Fe?" sur son site labile de fixation des cations divalents situé dans son domaine 6 3. Le

cation Fe®" est alors oxydé par le cation Cu®* présent sur le domaine 6 ****"*. Désormais sous
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forme Fe*', le cation de fer ferrique est libéré du site labile de fixation des cations divalents,
puis transféré sur le site de rétention du domaine 6 de la céruloplasmine, pour y étre maintenu
au moyen de quatre acides aminés chargés négativement %%, Ce déplacement de Fe** du
site de fixation des cations divalents, au site de rétention, pourrait étre assuré en grande partie
grice a ’acide aminé E935 *****1 Par ailleurs, le cation de cuivre du domaine 6 sollicité pour
’oxydation de I’atome de fer ferreux, et de ce fait passé a 1’état réduit Cu”, est ré-oxydé par
un des cations Cu®* du centre cuivre trinucléaire, lequel transfére & son tour I’électron a une
des molécule d’O, du centre trinucléaire, faisant passer cette derniere a 1’état réduit 361371 Un
autre cation Fe®* peut alors étre capté par la céruloplasmine au niveau de son domaine 4, pour
y subir un processus d’oxydation vraisemblablement identique au premier, et impliquant cette

fois le cation Cu** du domaine 4 ***"*, Le transfert de ce second atome de fer oxydé vers le

site de rétention du domaine 4 semble impliquer I’acide aminé E597 de maniére importante
354,361

- Les cinétiques enzymatiques de la céruloplasmine

Peu d’études portent sur les cinétiques enzymatiques de la céruloplasmine.
Considérant les donneées reccueillies dans les conditions de pH et de températures les plus
proches de celles du corps humain ; il apparait que dans un tampon de 0,2 molaire (M)
d’acétate a pH 7 et 30°C, la céruloplasmine montre une constante de Michaelis (Ky,) de 18,2
micromolaires (UM) d’O, et une vitesse initiale maximale (Vmax) de 19,5 uMO,/minute pour
0,31 uM de céruloplasmine ¥ Dans un tampon de 0,0133 M de phosphate, ces valeurs
passaient & un Ky, de 7,4 pM d’O; et une Vmax de 20,5 pMOo/minute *2. Par ailleurs, & pH
7,35 et 30°C dans un tampon de 0,0133 M de phosphate, les données steechiométriques
indiquent que I’activité ferroxydase de la céruloplasmine a lieu selon un rapport de 4 cations

de fer oxydés pour une molécule d’O, réduite 2.

3.3. Roles biologigues de la céruloplasmine

Le role le plus décrit de la céruloplasmine est celui d’enzyme ferroxydase ayant une
implication majeure dans le métabolisme du fer ; cependant, cette protéine semble assurer

d’autres fonctions biologiques moins documentées 3%,

73



3.3.1. Implications de la céruloplasmine dans le métabolisme du fer

- Implication générale
La céruloplasmine est connue pour étre la principale ferroxydase plasmatique 8% 1|
est admis que parmi ses rbles, figure celui de faciliter la libération du fer cellulaire a
destination de la circulation sanguine %, Les données expérimentales et cliniques portant
sur P’acéruloplasminémie tendent a démontrer que ce rdle est particuliérement central au
niveau hépatique, cérébral, et pancréatique, du fait que ces organes soient prioritairement
touchés par la surcharge en fer provoquée par I’absence de céruloplasmine *®. Par ailleurs, le
fait que la présence exclusive d’apocéruloplasmine inactive conduise au méme phénotype de
surcharge qu’une absence stricte de céruloplasmine, démontre que 1’activité enzymatique de

la protéine est au cceur de son role dans le maintien de I’homéostasie du fer 300,
- Role de la céruloplasmine dans la stabilisation de la ferroportine

La GPI-céruloplasmine est décrite comme ayant une proximité avec la ferroportine sur
la membrane des cellules, notamment des macrophages, présageant ainsi la coopération de ces
deux protéines dans le processus d’excrétion du fer cellulaire %8 En effet, comme évoqué
dans les chapitres précédents (partie 1.4.1., pages 34 et 35), la céruloplasmine membranaire
jouerait un role de stabilisation de la ferroportine sur les membranes cellulaires, notamment
des astrocytes, la préservant ainsi d’une dégradation qui compromettrait la sortie du fer 184 A
ce titre, certains auteurs tendent a préter a la céruloplasmine une fonction d’antagoniste a
I’hepcidine, connue pour induire la dégradation de la ferroportine **. Le mécanisme suggéré
consiste en une ubiquitination accrue de la ferroportine en 1’absence de GPI-céruloplasmine
184 En effet, lactivité ferroxydase de cette derniére & la surface des cellules permet une
oxydation du fer venant d’étre exporté par la ferroportine, et ce faisant, permet la réduction de
la concentration du Fe** extracellulaire ; en cas d’absence de I’activité ferroxydase assurée par
la céruloplasmine, la hausse de concentration du Fe?* extracellulaire occasionnerait une
rétention du Fe®" en transit au sein méme de la structure de la ferroportine, donnant ainsi lieu
a un changement de la conformation de la protéine, conduisant a son ubiquitination, son

internalisation et sa dégradation .

74



- Rdle de la céruloplasmine dans la formation du complexe fer-transferrine

L’oxydation du fer par la céruloplasmine a sa sortie de la cellule, permet la fixation du
cation passé a la forme Fe®" & la transferrine, la protéine de liaison du fer plasmatique assurant
son transport dans I’organisme, via la circulation sanguine $11373 Durant cette étape, une
interaction physique a lieu entre la céruloplasmine et la transferrine ; cette interaction est
essentielle au transfert du fer a la transferrine **3", En effet, aprés ’oxydation de deux
atomes de fer par la céruloplasmine, ces derniers restent présents sur deux sites de rétention
dans la structure de la protéine, deux molécules de transferrine se fixent alors a la
céruloplasmine, permettant la formation d’un complexe 3. Les deux atomes de fer oxydés
migrent alors chacun jusqu’a un lobe C des molécules de transferrine, occasionnant un
changement de conformation de ces derniéres et aboutissant a leur désolidarisation de la
céruloplasmine ; deux transferrines mono-ferriques sont alors formées *’*. Concernant la
fixation des atomes de fer au lobe N de la transferrine, via le mécanisme précédemment
décrit, celle-ci semble ne pouvoir avoir lieu que sur une molécule de transferrine

monoferrique comportant déja un atome de fer sur son lobe C *"*,
- Réle potentiel de la céruloplasmine dans la captation cellulaire du NTBI

Un r6le moins décrit de la céruloplasmine dans le métabolisme du fer a été évoqueé. La
protéine favoriserait notamment la captation cellulaire du fer par les hépatocytes ; cette
absorption, indépendante de la transferrine, concernerait uniquement le NTBI et aurait lieu
par le biais d’un mécanisme de transport spécifique aux cations trivalents 3****. Selon un
mécanisme potentiel proposé par certains auteurs, le NTBI circulant sous forme Fe** serait
réduit par une ferriréductase exprimée sur la membrane plasmique des cellules; la
céruloplasmine permettrait une ré-oxydation de ce fer, rendant ainsi possible son absorption
par un transporteur trivalent, non-identifié, présent sur la membrane ; de cette fagon, la

céruloplasmine jouerait en faveur de I’absorption du fer par les hépatocytes ¥,

3.3.2. Céruloplasmine et métabolisme des métaux non-ferreux

- Réle de la céruloplasmine dans le transport du cuivre
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Le cuivre plasmatique, sous forme Cu®*, est rapporté comme étant lié pour sa plus
grande partie & la céruloplasmine, mais également a 1’albumine grace a un unique site de
liaison au cuivre hautement affine présent sur cette protéine **#*">37°_ e cuivre plasmatique
circule également lié a d’autres ligands de plus bas poids moléculaire, notamment des acides
aminés ; bien que plusieurs d’entre eux, tels que thréonine, semblent pouvoir se lier au cuivre
dans le plasma, I’histidine semble étre le ligand privilégié du cuivre parmi les acides aminés
322375376 En tant que protéine majeure du transport plasmatique du cuivre, la céruloplasmine
est décrite comme ayant un role particulierement important dans le métabolisme de ce métal ;
la protéine semble effectivement capable d’assurer la délivrance du cuivre a différents types
cellulaires 323", Des données montrent que certains tissus auraient une avidité supérieure
pour le cuivre lié & la céruloplasmine, en comparaison & celui lié & ’albumine *"®. Le transfert
du cuivre aux cellules par la céruloplasmine semble avoir lieu au niveau de la membrane

plasmique de ces derniéres **°.

L’holocéruloplasmine interagirait avec une réductase
membranaire, potentiellement STEAP2, et libererait ses cations de cuivre ; ces derniers
seraient réduits en Cu'* par STEAP2 et importés & Dintérieur de la cellule par des
transporteurs de cuivre, notamment Copper Transporter 1 (CTR1) 3’°. Cependant, le fait que
I’acéruloplasminémie héréditaire n’occasionne pas de dysfonction évidente du métabolisme
du cuivre tend a nuancer 1I’importance du role de la céruloplasmine dans I’homéostasie de ce
métal 3'°. Toutefois, la céruloplasmine reste un réservoir de cuivre plasmatique majeur,
contenant & elle seule environ 93% du cuivre plasmatique total 3°*%, En outre, méme si cette
fonction ne semble pas avoir de réle biologique majeur, la céruloplasmine semble pouvoir

oxyder le cuivre Cu'* %2,

- Réle de la céruloplasmine dans [’oxydation du cobalt

Le cobalt (Co)** est décrit comme potentiellement oxydable in-vitro par la
céruloplasmine ; en effet, il a été suggéré que Co?* puisse se fixer au site labile du domaine 6
avant d’y étre oxydé en Co**, potentiellement par un transfert d’électron transitant par les
acides aminés H940 et H975, puis Cu 6, avant d’aboutir au centre cuivre trinucléaire aprés
étre passé par les résidus C1021 et H1020 ou H1022 ***3%!, De méme, une oxydation de Co**
dans le site labile du domaine 4 est suspectée, avec un possible transfert d’¢électron vers le

centre cuivre trinucléaire par les résidus H602 et H685, puis les atomes Cu 4 et Cu 6 ; il
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semble cependant que les électrons puissent transiter par d’autres voies impliquant d’autres

acides aminés 3.

3.3.3. Autres rdles biologigues de la céruloplasmine

- Réle de la céruloplasmine dans [’oxydation de [’oxyde nitrique

Outre ses propriétés d’oxydation des ions métalliques, la céruloplasmine semble capable
d’exercer cette fonction a 1’égard de molécules plus complexes ; ¢’est notamment le cas de
1’oxyde nitrique (NO), lequel peut étre oxydé en NO™ par la céruloplasmine probablement via
la réduction d’un de ses cations Cu®* de type 1 en Cu'* 33, A ce titre, I’acéruloplasminémie
semble associée chez I’homme a une altération du meétabolisme du NO, caractérisée par une
baisse significative de la concentration en nitrite (NO;") dans le plasma des patients, reflétant
une baisse de I’activité NO oxydase plasmatique ; cette activité oxydase précede en effet la
formation de NO;’, consistant en ’hydratation de NO™ en acide nitreux (HNO,) suivi d’une
perte d’ion H* aboutissant & la molécule NO,™ *¥. Compte tenu de ses propriétés d’oxydation
du NO, la céruloplasmine est supposée pouvoir intervenir dans la modulation de la
vasomotricité et de la réponse aux phénoménes ischémiques et hypoxiques **3. De plus, la
céruloplasmine exprimée dans les cellules gliales pourrait participer a la hausse d’activité de
la NO synthase, en réponse & un stimuli inflammatoire %*. Cependant, le role de la
céruloplasmine dans le métabolisme du NO semble étre minime, notamment compte tenu du

fait que le NO soit majoritairement métabolisé au sein des cellules, et non dans le plasma *®.
- Réle de la céruloplasmine dans [’oxydation des amines biogenes

La céruloplasmine jouerait par ailleurs un réle dans le métabolisme des certains
amines biogénes de faible poids moléculaire 322%*% Une activité d’oxydation de la
céruloplasmine a 1’égard d’amines biogénes a en effet été recensée ; cette oxydation
concernerait notamment la sérotonine, la dopamine, I’adrénaline et la noradrénaline 322,354,386
L’oxydation de ce type de médiateurs par la céruloplasmine, ou par d’autres cuproprotéines
ayant une activité oxydase, les inactiverait et jouerait par ce biais un réle de régulation de

.., . 2
Iactivité de ces derniéres 22,
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- Réle de la céruloplasmine dans [’oxydation des lipides sanguins

La céruloplasmine possede des propriétés d’oxydation des lipides de type Low
Density Lipoprotéin (LDL), médiées par les atomes du cuivre présents dans sa structure ; il
est rapporté que les deux isoformes de la céruloplasmine sont 8 méme d’oxyder les LDL dans
des proportions similaires *****”. Cependant, contrairement & la monomére circulante intacte
de 132 kDa, la céruloplasmine a I’état de fragment protéolytique d’environ 115 kDa est
décrite comme ayant des propriétés antioxydantes a 1’égard des LDL, malgré une activité
oxydase présentée comme étant relativement conservée **'. Les effets de la céruloplasmine
sur I’état d’oxydation des LDL, variables en fonction de I’intégrité de la protéine, laissent a

penser que 1’enzyme peut également jouer un rdle dans le métabolisme des lipides sanguins
387

- Fonctions antioxydantes de la céruloplasmine

La céeruloplasmine est également décrite comme ayant des propriétés antioxydantes ;
en effet, il semblerait que la protéine inhibe les réactions d’oxydation causées notamment par
I’anion superoxyde ***3%_ par ailleurs, de par son activité ferroxydase rapportée comme
favorisant 1’excrétion du fer cellulaire, la céruloplasmine limite les réactions de Fenton au
sein des cellules, cette derniére consistant en la formation de radical hydroxyle a partir de fer
ferreux et de peroxyde d’hydrogéne 914182 De cette maniére, la céruloplasmine aurait un
potentiel effet protecteur contre les dommages oxydatifs causés a 1’encontre de différentes
structures cellulaires ; ce r6le protecteur de la protéine contre les dommages oxydatifs semble
confirmé par la hausse de peroxydation lipidique observée dans les tissus cérébraux des

patients acéruloplasminémiques, notamment les noyaux caudé et putamen 3%,
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CADRE ET OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

Le principal réle biologique rapporté de la céruloplasmine est d’oxyder le fer sortant
des cellules, assurant ainsi la liaison du fer ferrique a la transferrine, sa protéine de transport
plasmatique. De plus, I’activité ferroxydase de la céruloplasmine est décrite comme étant
nécessaire, notamment dans les macrophages, au maintien de 1’expression membranaire de la
ferroportine, la protéine d’export du fer cellulaire. De ce fait, la céruloplasmine est considéree
comme essentielle a la sortie du fer macrophagique.

Cependant, chez les patients atteints d’acéruloplasminémie héréditaire, une pathologie
génétique aboutissant a un déficit de céruloplasmine et d’activité ferroxydase plasmatique, il
semble qu’aucune surcharge significative en fer ne soit rapportée dans la rate, principal
organe de résidence des macrophages. De méme, les cellules hépatiques de Kupffer, soit les
macrophages résidents du foie, ne sont sujet a aucune surcharge en fer chez ces patients, alors
méme que leurs hépatocytes sont a I’inverse surchargés en fer.

Un paradoxe existe donc entre la fonction rapportée de la céruloplasmine dans la sortie
du fer macrophagique, et le phénotype hépatosplénique exprimé par les patients
aceruloplasminémiques. Des lors, il semble que le r6le biologique exact de la céruloplasmine
demeure a ce jour incomplétement compris. De plus, les modéles animaux utilisés jusqu’alors

ne permettent pas de comprendre ce phénotype hépatosplénique acéruloplasminémique.

Notre hypothese est que la céruloplasmine n’est pas indispensable a la sortie du fer
macrophagique, et que des mécanismes sans lien direct avec le rdle rapporté de la
céruloplasmine sont a I’origine du phénotype hépatosplénique acéruloplasminémique. Une
meilleure compréhension de ce dernier et du réle de la céruloplasmine, sont les objectifs de ce

travail de thése, lequel sera développé en deux parties distinctes, présentant :

- L’aquisition de données relatives au phénotype des patients acéruloplasminémiques
homozygotes, au moyen d’une synthése des cas cliniques rapportés dans la littérature, afin de
confirmer le phénotype hépatosplénique considéré.

- Le développement et la caractérisation d’un nouveau modele de rats acéruloplasminemiques,
dans le but, d’une part de reproduire le phénotype hepatosplénique constaté dans
I’acéruloplasminémie humaine, et d’autre part de tenter d’explorer les mécanismes conduisant
a ce phénotype afin de mieux comprendre le réle de la céruloplasmine.
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SECTION 1: SYNTHESE DES CAS CLINIQUES D’ACERULOPLASMINEMIE
HEREDITAIRE PRESENTS DANS LA LITTERATURE

Article soumis pour publication :

“The liver and spleen iron load phenotype in hereditary aceruloplasminemia point out a

missing link in iron metabolism.”
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Résumé :

L’acéruloplasminémie héréditaire est une maladie génétique rare de transmission
autosomique récessive, causee par des mutations du géne codant pour la céruloplasmine, et
donnant lieu a une absence de céruloplasmine, ou a une abolition de son activité ferroxydase.
La pathologie est caractérisée par de basses concentrations en fer dans le plasma, associées a
une saturation de la transferrine basse. Des surcharges en fer ont par ailleurs lieu chez les
patients au niveau hépatique, pancréatique, et cérébral. Compte tenu de la rareté de la
pathologie et des données cliniques disponibles, notre objectif était rassembler les cas
d’acéruloplasminémie publiés dans la littérature, afin d’établir une synthése des
caractéristiques phénotypiques de la pathologie.

Une recherche a été réalisée sur les bases de données bibliographiques en utilisant les
mots clef: «aceruloplasminemia », «hereditary aceruloplasminemia »,  « genetic
aceruloplasminemia », « aceruloplasminaemia », « hypoceruloplasminemia »,
« ceruloplasmin mutation ». Une recherche complémentaire a été réalisée en utilisant les
références bibliographiques des articles trouvés grace a la recherche par mots clefs.

92 patients ont été identifiés ; les caractéristiques relevées étaient des taux de
céruloplasmine plasmatiques trés bas, ou indétectables, au méme titre qu’une activité
ferroxydase plasmatique, trés basse ou indétectable, lorsqu’elle était évaluée. Pour la plupart,
les patients souffraient de complications, notamment un diabéte et des troubles neurologiques.
Les concentrations plasmatiques en fer ainsi que les saturations de la transferrine étaient
basses, et souvent associées a une anémie. Une surcharge hépatique en fer majoritairement
hépatocytaire, évaluée par IRM et colorations de Perls, était présente chez les patients, tandis
qu’aucune surcharge splénique en fer n’était identifiable.

Les données cliniques recensées dans cette synthése, montrent une absence de
surcharge en fer dans les macrophages, malgré le role rapporté de la céruloplasmine dans la
sortie du fer macrophagique. Ainsi, un paradoxe existe entre le rble biologique de la
céruloplasmine et le phénotype hépatosplénique rencontré dans 1’acéruloplasminémie
héréditaire. Ces données suggerent donc que la physiopathologie de I’acéruloplasminémie est

incomplétement comprise.
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Introduction

Hereditary Aceruloplasminemia (HA —OMIM #604290) is a rare recessive genetic disease
related to mutations within the CP gene encoding the ceruloplasmin protein."™ HA is characterized,
by low plasma iron concentration and microcytic anemia associated to iron overload targeting the
liver, the pancreas but also, which is unique during systemic genetic iron overload diseases, the
retina and the brain.>® Both iron-related neurodegeneration and limited efficacy of chelators to

remove brain iron, make the prognosis of HA severe.®’

Alternative splicing of the CP gene generates two ceruloplasmin proteins: one is secreted in
plasma by hepatocytes, the second is a cell membrane anchored form (CP-GPI), expressed especially
on astrocytes.”®® Ceruloplasmin activity is linked to its ferroxidase property>® which transforms
ferrous iron, exported from cells by ferroportin, especially from macrophages'®, into ferric iron form,

thus allowing its interaction with transferrin.

Mechanisms leading to HA are attributed to a loss of the ceruloplasmin-related ferroxidase
activity>®'® decreasing iron supply to plasma. Macrophages should thus be iron overloaded, similarly

11,12

to findings in ferroportin disease (FD) related to mutations in the SLC40al gene encoding the

ferroportin. However, experiments in Cp”" mice models and cultured cells provide conflicting

10,13,14

results , and it has been suggested that hepatocytes are the main cells that are iron loaded in

the liver.

To progress in the understanding of the HA, we systematically characterized the hepato-
splenic phenotype in previously published case reports to explore the iron balance between

hepatocytes and macrophages.

Methods

The very low prevalence of HA led us to perform a literature search of reported clinical cases

in Medline until March 2018, by using the following keywords: aceruloplasminemia, hereditary
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aceruloplasminemia, genetic aceruloplasminemia, aceruloplasminaemia, hypoceruloplasminemia,
ceruloplasmin mutation. It was completed by a manual search within the reference sections of the
articles. Recorded data are presented as supplemental material S1. References of clinical reports

used in the letter and synthesis are presented in the supplemental material section (S2).

Results and Discussion

Ninety-two different patients were identified. Ceruloplasminemia, when reported, was
extremely low or not detectable (n=70), or very low (n=8) likely depending from the assay method
and limit of quantifications. Ferroxidase activity, studied in 16 patients, was either undetectable
(n=8) or very low (n=8). Homozygous or compound heterozygous CP gene mutations, were
determined in 71 patients. According the reports, serum iron concentration and transferrin
saturation were strongly decreased (Table 1), and biochemical or physical (MRI) liver iron
quantification and/or Perls staining performed in liver slices, demonstrated hepatic iron excess in all
evaluated patients. Higher serum ferritin levels were found in males (supplemental data, S1) in the
whole population, and in japanese or european subgroups. An anemia was reported in 51 cases,

absent in 17 cases and not reported in 24 cases.

Patients were mostly from Asia (n=51; 41 from Japan), whereas 35 were Europeans, 6 from the
American continent, and 1 from Oceania. The situation initiating the diagnostic procedure was
identifiable for 84 patients: neurological symptoms (n=45), family background (n=19), anemia (n=5)
diabetes (n=5), abnormal iron parameters (n=6), and non-specific signs (n=4). Eighty-six percent of
patients (n= 80) presented at least one classical symptom of HA previously reported in their past-
history: diabetes, microcytic anemia, neurological symptoms, iron metabolism-related signs - which
should have led to an earlier diagnosis.

The age at diagnosis was 50.4+11.4 years.

The development of iron overload in HA is supposed to involve the loss of ferroxidase activity>®,

that limits iron release, especially from macrophages. However, histopathological and MRI data did
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not fit with this hypothesis. Histological studies, performed in 50 liver biopsies, reported 36 times an
hepatocyte predominant localization of iron deposits, whereas in Kupffer cell (KC) the absence of
significant iron deposits was mentioned in 10 cases, and only small amount were reported in 10
cases. Moreover, in 30 patients for whom no comment was made on KC, 9 iron-stained liver slice
photographs were presented, and iron deposits appeared in hepatocytes but were barely visible in
KC, if any. Photographs of iron staining found in 8 additional reports further supported predominant

iron deposition in the hepatocytes.

Such findings contrast with observations during FD, the archetype of impaired cellular iron
export, characterized by iron overload in KC.'' Moreover, focusing on MRI illustrations find in
reports, we did not find a clear hyposignal in spleen that would have supported iron overload in
spleen. This was in deep contrast with to the HA iron overloaded liver (“black liver”), and with the
usual massive splenic iron excess observed in the FD, related to macrophage iron deposition and
providing a critical argument for the diagnosis guidance.'> Controversial data are reported in spleen
of Cp'/' mice. Harris et al. found spleen iron accumulation, together with an impairment of iron
release from macrophages and hepatocytes.'® However, Yamamoto et al.”> did not mention iron
accumulation in the spleen, and Gouya et al'* reported both the absence of iron accumulation in
spleen of Cp'/' mice and a decrease of iron release from hepatocytes but not from macrophages. An
impact of ceruloplasmin on hepatic iron mobilization is supported by the improvement of iron

15,16 .
Pt s

release from perfused liver obtained from pigs with severe ferroxidase activity decrease.
noteworthy that a decrease of the ferroportin protein expression has been reported in the liver of

two HA patients'’, and that data obtained on Hela cells suggests a stabilizing role of the CP-GPI on

ferroportin protein”.

In hemochromatosis™, hepcidin deficiency induces a transferrin saturation increase, with the
appearance of non-transferrin-bound iron (NTBI),the final effector of hepatocyte iron overload. In

HA, the authors reported low levels of serum hepcidin in five of 9 evaluated patients and normal
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values for three patients. A low hepcidin/ferritin ratio, witness of hepcidin deficiency during
hemochromatosis'®, is reported in three patients®®. Moreover, a porto-centrolobular decreasing
gradient of hepatocytic iron deposits, similar to what is found in hemochromatosis®, supporting
hepcidin deficiency, was reported in 6 cases, visible on additional photographs in 2, and reported
absent once. NTBI was not detected in the only HA patient who was checked for it It is noteworthy
that *°Fe isotopic studies performed in 5 patients were consistent with an increase of plasma iron
clearance whereas other parameters did not provide unambiguous results. This was different from
data in Cp”" mice in which a normal timing of tissue iron distribution was reported.’® The differences
could be related to iron requirement for erythropoiesis in response to anemia in patients, whereas
Cp” mice were not anemic.® Hepcidin deficiency in HA could also be due, like in beta-thalassemia®,
to negative signals related to anemia/hypoxia® and/or to erythroferrone.”> Low transferrin
saturation levels could also decrease hepcidin expression. Links between Cp and Hfe genes have been
reported in mice™, but without argument for a synergistic effect of Hfe and Cp gene mutations.

In conclusion, in HA, the iron hepato-splenic phenotype suggests that: i) the absence of
ceruloplasmin does not prevent iron mobilization from macrophages; ii) other mechanisms than
decreased ferroxidase activity could be involved in the development of iron excess. Further
understanding of the mechanisms underlying this unexpected hepato-splenic iron phenotype could

help explain how brain iron excess, a major issue for HA patients, can develop.
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Table 1

N Mean Standard Range
value deviation
Age at diagnosis 20 50.5 11.4 16-70
Diagnosis delay 78 10.8 11.3 0-44
Serum iron (uM) 60 5.5 4.4 0.5-33.8
Transferrin saturation (%) | 35 10.6 6.7 3-45
Ferritinemia (ng/ml) 80 1197 761 85-3530

Table 1: Bioclinical findings in AH Patients. N: number of patients for whom the corresponding data
was available. The transferrin saturation values were either directly obtained from the reports, or

calculated from the serum iron concentration and total iron binding capacity indicated in the report.
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Supplementary data S1

Recorded data

The following data were recorded, when available: continent and country of the patient; signs
triggering the procedure leading to the HA diagnosis; age at diagnosis; first symptom belonging to
the classical HA picture and age of appearance when reported, allowing the calculation of diagnostic
delay between the first sign and the diagnosis; presence of neurological symptoms and age of
appearance; diabetes and its age of appearance; anemia and its age appearance with microcytosis or
not; serum ceruloplasmin concentration; ferroxidase activity; serum iron and copper concentrations;
transferrin saturation level when reported or calculated from the total iron binding capacity (TIBC) ;
ferritinemia; Hb levels, mean corpuscular volume (MCV), reticulocytes; iron staining in bone marrow;
soFe isotopic studies; histopathologic study of liver biopsy including presence of iron deposits in
hepatocytes and/or sinusoidal cells evaluated by Perls staining, fibrosis, steatosis, hepatitis,
inflammation; publication of iron staining pictures of liver biopsy; abdominal MRI with presence or
not of iron excess in the liver and spleen; MRI pictures of liver and spleen; brain MRI : presence of
iron deposits; nucleotide mutations within the CP gene and consequences on peptide sequence;
liver iron concentration (LIC) determined by biochemical assay, MRI or SQUID (n=1); recorded

treatment, with their efficacy and tolerance.

Statistical analysis

The SPSS software was used to analyze the data. Non-parametric Spearman rank test, Kruskal Wallis
and Mann and Whitney tests were used when appropriate. Differences for qualitative values
between groups were studied using Chi-2 test. P values < 0.05 were considered statistically

significant.
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Serum ferritin levels in men and women. Whole population: grey ; european population: horizontal
lines ; japanese population: oblique line. The difference between men groups and each respective
women group were significant: p<0.0001 between men and women in the whole population; p< 0.04

between men and women of the european population and p<0.08 between men and women of the

japanese population.
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SECTION 2: CARACTERISATION D’UN NOUVEAU MODELE DE RATS
ACERULOPLASMINEMIQUES, ET EXPLORATIONS DES MECANISMES A L'ORIGINE
DU PHENOTYPE HEPATOSPLENIQUE EXISTANT DANS L’ACERULOPLASMINEMIE

Article publié dans “The FASEB Journal” :

“Ceruloplasmin deficiency does not induce macrophagic iron overload : lessons from a

new rat model of hereditary aceruloplasminemia.”
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Résumé :

Au regard du role biologique de la céruloplasmine, décrite comme nécessaire a la
sortie du fer macrophagique, 1’absence de surcharge en fer dans les macrophages hépatiques
et spléniques des patients acéruloplasminémiques met en lumiére un paradoxe, suggéerant une
connaissance incomplete du réle biologique exact de la céruloplasmine. Cette idée est
supportée par le fait que les modeles de souris acéruloplasminémiques réalisés présentaient
des phénotypes divergents. Notre objectif était de développer et de caractériser un modele
original de rats acéruloplasminémiques, afin de reproduire le phénotype hépatosplénique
humain et de mieux comprendre le role biologique de la céruloplasmine.

L’invalidation du géne de la céruloplasmine a ¢été réalisée par la technologie
CRISPR/Cas9 en utilisant des rats Sprague-Dawley. La céruloplasmine plasmatique, 1’activité
ferroxydase, les parametres plasmatiques du fer et le NTBI ont été mesurés. Des colorations
de Perls ont été réalisées sur des coupes de foie et de rate. Une quantification élémentaire a
été réalisée par ICP-MS dans différentes matrices. Les ARNm des principaux genes du
métabolisme du fer et du cuivre ont été quantifiés, au méme titre que certaines protéiques du
métabolisme du fer.

Les concentrations plasmatiques de céruloplasmine et de cuivre, ainsi que ’activité
ferroxydase des animaux homozygotes étaient effondrées, attestant de la validité du modele.
Les concentrations plasmatiques en fer et la saturation de la transferrine étaient abaissées ; les
animaux ne présentaient néanmoins pas d’anémie. La présence d’une surcharge en fer
hépatocytaire, associée a une baisse du fer splénique, corroborait le phénotype rencontré chez
I’Homme, et mimait un phénotype d’hepcidino-déficience. Le ratio entre les niveaux
d’ARNm d’hepcidine et la concentration hépatique en fer était abaissé chez les animaux
homozygotes, évoquant une hepcidino-déficience relative ; les niveaux de NTBI de ces
animaux n’étaient cependant pas augmentés. Les niveaux d’ARNm des génes codant pour les
principaux transporteurs du fer et du cuivre, ainsi que pour 1’hephaestine, étaient inchangés
entre les groupes. Les animaux homozygotes et hétérozygotes présentaient une baisse des
niveaux de cuivre splénique, associée, chez les animaux homozygotes uniquement, a une
hausse du manganese plasmatique et du cobalt érythrocytaire.

Nos données suggerent que ce modéle est adapté a 1’étude du phénotype
hépatosplénique rencontré dans 1’acéruloplasminémie humaine. De plus, au regard des liens
connus entre le métabolisme du fer et celui des métaux non-ferreux, les variations des
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parametres du cuivre splénique et du manganése plasmatique, ouvrent de nouvelles voies

d’investigations relatives aux mécanismes responsables du phénotype acéruloplasminémique.
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ABSTRACT: Hereditary aceruloplasminemia (HA), related to mutations in the ceruloplasmin (Cp) gene, leads to iron
accumulation. Ceruloplasmin ferroxidase activity being considered essential for macrophage iron release, macro-
phage iron overload is expected, but it is not found in hepatic and splenic macrophages in humans. Our objective
was to get a better understanding of the mechanisms leading to iron excessin HA. A clustered regularly interspaced
short palindromicrepeats (CRISPR)/ CRISPR associated protein 9 (Cas9) knockout of the Cp gene was performed on
Sprague-Dawley rats. We evaluated the iron status in plasma, the expression of iron metabolism genes, and the
status of other metals whose interactions with iron are increasingly recognized. In Cp~' rats, plasma ceruloplasmin
and ferroxidase activity were absent, together with decreased iron concentration and transferrin saturation. Simi-
larly as in humans, the hepatocytes were iron overloaded conversely to hepatic and splenic macrophages. Despite a
relative hepcidin deficiency in Cp~'~ rats and the loss of ferroxidase activity, potentially expected to limit the
interaction of iron with transferrin, no increase of plasma non-transferrin-bound iron level was found. Copper was
decreased in the spleen, whereas manganese was increased in the plasma. These data suggest that the reported role
of ceruloplasmin cannot fully explain the iron hepatosplenic phenotype in HA, encouraging the search for addi-
tional mechanisms.—Kenawi, M., Rouger, E., Island, M.-L., Leroyer, P., Robin, F., Remy, S., Tesson, L., Anegon, L.,
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Hereditary aceruloplasminemia (HA) [Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM) 604290] is a rare genetic dis-
ease affecting about 1 person per 2 million (1). The disease
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is related to homozygous or compound heterozygous
mutations within the ceruloplasmin (Cp) gene, located on
chromosome 3 (2). HA is characterized by progressive iron
overload targeting especially the liver and brain and
resulting in severe complications at variable ages, in-
cluding diabetes and neurologic disturbances (3-5). De-
spite iron overload, serum iron and transferrin saturation
are low, and anemia is also observed (3, 4).

Cp encodes the ceruloplasmin protein in 2 different
forms resulting from an alternative splicing (6). The first
gene product is mainly expressed by hepatocytes and se-
creted in plasma (7). The second one is characterized by
the presence of a glycosylphosphatidylinositol sequence
allowing its anchorage in plasmic membrane, especially in
astrocytes, according to in vitro studies (8). Ceruloplasmin
isamulticopper oxidase that catalyzes oxidation of ferrous
iron into ferric iron (9). Ferroxidase activity requires the
association of the peptidic sequence with 6 atoms of
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copper (7, 10). This biologic activity is reported to play a
key role in the iron release from cells, especially macro-
phages, providing iron to plasma for maintaining suffi-
cientamounts of bioavailableiron to the cells (11, 12). It has
been reported that, following the iron release by the iron
exporter ferroportin, ceruloplasmin permits, by oxidizing
iron, its association to transferrin (9). Each transferrin
molecule may link up to 2 iron atoms and, subsequently,
deliveriron to every cell in thebody (9). Moreover, a role of
glycosylphosphatidylinositol ceruloplasmin in the stabi-
lization of ferroportin on cell membrane has also been re-
ported (13, 14).

Such a biologic role suggests that, in HA, iron should
be retained within macrophagic cells similarly to the
reported findings in the ferroportin disease, in which
the activity of the iron exporter is strongly decreased
(15, 16). Similarly, during inflammatory processes char-
acterized by high hepcidin levels, iron retention is ob-
served within macrophages due to hepcidin increase
(17, 18) that induces internalization and degradation of
terroportin (19, 20). However, from published HA case
reports, it appears that, in the liver, the Kupffer cells are
almost constantly spared by iron excess (4, 5,21-23) and
that, in the spleen, there is no increase of iron concen-
tration (4, 5, 21, 22), contrasting with the observations
in the ferroportin disease (15, 16).

Therefore, the hepatosplenic phenotype of iron
overload observed in human HA does not fit with the
reported biologic role of ceruloplasmin, and our aim
was to investigate the mechanisms contributing to iron
misdistribution between spleen and liver in order to
progress in the understanding of the biologic role of
ceruloplasmin and of the mechanisms underlying the
development of HA. It is noteworthy that ceruloplas-
min knockout mouse models give contrasting data
regarding the iron overload phenotype in liver and
spleen. Indeed, some animal data show only hepatic
iron overload, with no significant iron concentration
increase in the spleen (24-26). Other reports describe
both hepatic and splenic iron overload (11, 27) with, in
the liver, presence of iron within hepatic macrophages
(11, 28). Thus, these data contrast with the clinical
tindings in humans (4, 5, 21, 22) and suggest that mice
could not be fully appropriate to mimic human HA.
We hypothesized that a rat model could provide rel-
evant information to understand the disease; thus, we
used the rat as an alternative model to characterize
the disease. We selected the Sprague-Dawley (SD) rat,
in which the type of hepatic iron load phenotype
obtained during oral iron supplementation is very
similar to the human profile, both during genetic he-
mochromatosis and in excessive oral iron intake (29).
Therefore, the clustered regularly interspaced short
palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR associated
protein 9 (Cas9) technology was used to generate and
study a new rat aceruloplasminemic model aiming to
mimic the unexpected human aceruloplasminemic
hepato-splenic iron phenotype and to characterize the
impact of aceruloplasminemia on other metals in-
volved in biologic processes (Cu, Zn, Mn, Mo, Co) that
could play a role during aceruloplasminemia.
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MATERIAL AND METHODS

Development of an aceruloplasminemic
animal model

SD rats were obtained from Charles River Laboratories (Wil-
mington, MA, USA). All of the animal care procedures were
approved by the Animal Experimentation Ethics Committee
of the Pays de la Loire region, France, in accordance with
the guidelines from the French National Research Council for the
Care and Use of Laboratory Animals (CEEA-PAL-2015-692). The
single guide RNA (sgRNA) was designed and produced by the
facility TacGene (Paris, France). The sgRNAcr377 used targeted
the exon 1 of Cp and had the following sequence: 5'-GGAAT-
TACTGAAGCAGTTT-3'". The sgRNA (200 ng/pl) and Cas9
protein (3 uM) were incubated at room temperature for 10 min to
allow formation of RNP complexes and then were kept at 4°C until
microinjection. Process and microinjection were performed as pre-
viously described (30). Briefly, zygotes were collected from pre-
pubescent (4-5-wk-old) SD donor female rats, superovulated by
injection of pregnant mare serum gonadotropin (30 TU, i.p.; Merck
GmbH, Darmstadt, Germany) and, 48 h later, of human chorionic
gonadotropin (20 IU; Merck), that were mated with SD fertile males.
One-cell-stage fertilized embryos were sequentially microinjected
into the male pronucleus and into the cytoplasm. The same day,
surviving embryos were implanted within oviduct of pseudo-
pregnant females (0.5 day postcoital) and grown until full term.

Genotyping

Tail biopsies from 8-10-d-old rats were digested overnight at
56°C in 500 .l of tissue digestion buffer (0.1 M Tris-HCl pH 8.3,
5mM EDTA, 0.2% SDS, 0.2 M NaCl, 100 pg/ml proteinase K).
The CRISPR’s nuclease-targeted regions were PCR amplified
from diluted lysed samples (1/20) with a high-fidelity poly-
merase (Herculase II fusion polymerase; Agilent, Santa Clara,
CA, USA). To detect gene edition, locus-speci_ﬁc primers were
used, and mutations were analyzed by heteroduplex mobility
assay—capillary electrophoresis (HMA-CE) and direct sequenc-
ing of PCR products.

Characterization of aceruloplasminemic rats

From this founder, after crossing with wild-type SD rats, 3 groups
(wild-type, heterozygotes, and homozygotes) of 10 rats each
were obtained. The genotype of animals was performed by PCR
using primers. DNA extractions were performed from young rat
tails by using the Nucleospin Tissue Kit (Macherey Nagel, Duren,
Germany) and then dosed with Spectrometer ND-1000 (Nano-
drop; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). PCR was
realized by using 200 ng of DN'A and by using specific primers:
forward primer (5'-GGGCTCCAAGAGGAAGAAAC-3'), re-
verse primer (5-ATTTGGCCCATAAACAACAAAGAA-3"),
and GoTaq G2 Hot Start Green Mastermix (Promega, Madison,
WI, USA) onan Applied Biosystem Veriti 96-well Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific) with the following sequence: 3 min of
heating at 95°C, followed by 30 cycles composed of 1 min at 95°C,
1 minat 62°C, and 2 min at 72°C, before a final single step at 72°C
for 5 min. PCR products were investigated on 3% agarose gel.
Gels were exposed to UV in a transilluminator (Thermo Fisher
scientific), and blot pictures were analyzed with Vision-Capt
software (Vilber, Eberhardzell, Germany).

All studied animals were 6-mo-old males. During breeding,
animals were submitted at reversed lighting, had free access to
water and standard rat food, and had benefited from litter
changing 1 time per week. A standard diet, designed to support
growth and maintenance (Teklad Global 16% protein Rodent
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Diet; Envigo, Indianapolis, IN, USA), contained 200 mg/kg of
iron, 15 mg/kg of copper, 100 mg/kg of manganese, and 70 mg/
kg of zinc. The protocol was validated by the Animal Experi-
mentation Ethics Committee of Région Bretagne, France (8554).

Animals were unfed for 10 h and anesthetized by isoflurane.
After a laparotomy from symphysis to xiphoid appendix, 1 ml of
portal blood was collected. Then, cardiac blood sampling was
performed in 2 successive phases: 1 mlonnonheparinized syringe
and a larger volume on sodium-heparinate syringe, respectively,
leading to cardiac arrest and animal death. The different organs
were then collected, each one was rapidly split into 2 parts, and
they were placed either in formaldehyde 4% or in liquid nitrogen.

Sample conditioning and storage

For serum preparation, after 2 h at room temperature, non-
heparinized blood samples were centrifuged (200 g; 10 min).
Supernatants were collected, (centrifuged at 800 g; 3 min), then
divided into aliquots, and finally stored at —80°C until use.

For plasma preparation and erythrocyte cleaning, heparin-
ized blood samples were centrifuged 10 min at 2230 g (20°C).
Supernatants were then collected and divided into aliquots in
100-600 pl samples before storage at —80°C. In total, 3-4 ml of
NaCl 0.9% was added for washing of blood cell pellets, then
gently mixed to these last ones, and centrifuged at 1833 ¢ for
10 min at 20°C. The washing was repeated 3 times. Then blood
cell pellets were collected, divided into aliquots, and immediately
stored at —80°C.

Tissues collected in liquid nitrogen were stored at —80°C.

Hemoglobin measurement

Hemoglobin concentration was measured in the clinical analysis
platform of Rennes University Hospital (Rennes, France) by a
spectrophotometry method using an ABL 90 robot (Radiometer;
Bronshoj, Denmark).

Biochemical assays

Plasma measurements were performed in the clinical analysis
platform of Rennes University Hospital. Ceruloplasmin as-
says were performed by immunoturbidimetric method by a
Cobas 8000 robot (Roche, Basel, Switzerland), using a Ceru-
loplasmin 100 test kit (Roche) that contained a rabbit
anti-human ceruloplasmin antibody. Serum and plasma iron
concentrations, as well as unsaturated iron bound capacity
(UIBC) values, were obtained by colorimetric method using
the kits Iron Gen.2, 750 tests (Roche), and Unsaturated
Iron-Binding Capacity, 100 tests (Roche), respectively, both
performed by a Cobas 8000 robot (Roche) according to the
principles previously reported (31). Transferrin saturation
was calculated from UIBC value by the following equation:
[iron/(iron + UIBC)] X 100. Ferroxidase activity was mea-
sured on plasma samples by spectrophotometry using a
Cobas C111 robot (Roche), according to the method pre-
viously reported by Lainé et al. (32). Non-transferrin-bound
iron (NTBI) was quantified in serum rat samples by a method
previously reported by Breuer ef al. (33).

Quantification of metals in tissues
and erythrocytes

For each tissuesample, a biopsy fragment of about 3 X 3 mm was
cut and desiccated at 120°C for 10-15 h. Samples were then recut
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for obtaining a weight between 0.5 and 3 mg. For erythrocytes,
250 pl of each sample was used. Assays were performed using
Inductively Coupled Plasma/Mass Spectrometry (ICP/MS)
apparatus equipped with a collision reaction cell as previously
reported (31).

Histologic analysis

Formaldehyde-fixed biopsies were paraffin embedded. Organ
slices (4 wm) were performed and stained by using hemalun-
eosin-safron and Perls methods in the H2P2 platform (UMS
Biosit, Rennes, France).

Real-time quantitative PCR

Total RNAs were extracted following the procedure of the
Nucleospin RNA Plus (Macherey Nagel) extraction kit and then
measured with Spectrometer ND-1000 (Nanodrop).

The reverse transcriptase step was performed by using the
High-Capacity cDNA Reverse Transcriptase (Thermo Fisher
Scientific) kit for obtaining 2 pg of cDNA per sample of 20 pl
before a final one-sixth dilution in nuclease-free water.

Quantitative PCRs were realized using 384-well plates,
with 2 pl of sample, 1 pl of forward primer then 1 pl of
reverse primer, and 5 pl of Sybr Green 1 per well. Plates were
then covered with a transparent film and centrifuged
for 1minat1000 rpm. Runs were performed in a 7900 HT Fast
Real-Time PCR System, and data were processed with
SDS 2.4 software (Thermo Fisher Scientific). Housekeeping
genes used were hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
(Hprt1), TATA box-binding protein (Tbp), and glucuronidase-3
(Gusb). Delta C; was calculated by subtracting for each sample the
mean C; of these 3 genes to the C; of the target gene. Primer pairs
used are indicated in Supplemental Table S1.

Western blotting

Cell membrane protein extraction was performed as previously
reported by Canonne-Hergaux ef al. (34), but at 100,000 g for 1 h.
Total protein extraction and Western blotting using 10% acryl-
amide gels were performed as previously described by Salaun
et al. (35). The following antibodies were used: ferroportin
(ATT001, 1:500; Alomone Labs, Jerusalem, Israel), phosphory-
lated (p)-sons of mother against decapentaplegic (SMAD)1/5/8-
Ser463 /465 (ab92698, 1:1000; Abcam, Cambridge, MA, USA),
p-signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)-
Tyr705 (9131, 1:1000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA), p-extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2-Thr202-
Tyr204 (4376, 1:1000; Cell Signaling Technology), hephaestin
(ab108003, 1:250; Abcam), and heat shock cognate 70 (Hsc70)
(s¢-7298, 1:5000; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). We
used this p-ERK1/2-Thr202-Tyr204 antibody (36—41), as well as
this p-STAT3-Tyr705 antibody (42—45), on the basis of their use in
rats, as reported in the literature. We tested the p-SMAD1/5/8-
Ser463 /465 in human hepatomaG2 cells hepatic cells that were
exposed or not to BMP6, an inducer of SMAD1/5/8 phosphor-
ylation (46). By Westernblot, we clearly found a signal increase at
about 55 kDa in the sample treated by bone morphogenetic
protein 6 (BMP6), compared with the untreated sample (un-
published results). We tested the expression of ferroportin by
Western blot in spleen and liver samples and found a significant
expression at the expected MW close to 60 kDa; the signal totally
disappeared when the peptide used for immunization was
added during antibody incubation. Regarding hephaestin, we
analyzed rat spleen and liver and found, at the expected MW
(close to 130 kDa), a significant expression of the protein in the
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spleen, known to express hephaestin, and not in the liver, which
expresses very low levels of hephaestin mRNA (47, 48). The blot
quantification analyses were conducted using Image Gauge
software (Fujifilm, Tokyo, Japan).

Statistical analysis

All of the data were analyzed statistically with SPSS soft-
ware (IBM SPSS, Chicago, IL, USA) using nonparametric
tests. The 3 groups were submitted to Kruskal-Wallis test
and Mann-Whitney test when appropriate. Values of P < 0.05
were considered statistically significant. Data are presented as
means = sD.

RESULTS
Generation of ceruloplasmin-deficient rats

An sgRNA targeting exon 1 of Cp (Fig. 14, B) was
designed and then microinjected and complexed with
Cas9 in rat zygotes (1 = 189) and implanted (n = 154) in
pseudopregnant females. Offspring (1 = 47) were geno-
typed and resulted in the generation of mutated animals (1
= 30) with different types in insertions and deletions (un-
published results). Among these mutated rats, one of them
showed a mutation that resulted in a 54 base pair deletion
and a 2 base pair insertion in exon 1 of Cp (Fig. 1C). This
resulted in the disruption of the coding frame and the
appearance of a premature stop codon occurring in exon 2
(Fig. 1D) with a predicted degradation of the whole
mRNA due to the widely distributed mechanism of
nonsense-mediated mRNA decay (49).

This founder animal was crossed with wild-type ani-
mals, and the mutation was observed in the F1 offspring.
F1 heterozygous mutated animals were crossed to obtain
homozygous mutated animals (Fig. 1E).

Characterization of the iron phenotype in
aceruloplasminemic rat model

Plasma ceruloplasmin assays showed very low cerulo-
plasmin concentrations in homozygotes and significantly
lowered values in heterozygotes compared with wild-type
rats (Fig. 2A). Ferroxidase activity was almost undetect-
able in homozygotes and was half preserved in hetero-
zygote animals (Fig. 2B).

Plasma iron concentration was significantly decreased
in homozygotes and fully preserved in heterozygotes
compared with wild types, in both peripheral and portal
plasma (Fig. 2C, D). Transferrin saturation followed
the same variations (Fig. 2E, F). NTBI levels were de-
creased in both portal and systemic plasma in homozy-
gotes as compared with wild types and heterozygotes
(Fig. 2G, H).

Hemoglobin concentrations were not affected in ho-
mozygous and heterozygous groups as compared with
controls, and erythrocyte iron concentration was not
modified by the presence of the mutation at a heterozy-
gous or homozygous state (Fig. 21, ]).
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Liver iron concentration (LIC) was significantly higher
in homozygous rats, whereas spleen iron concentration
(SIC) was significantly lower compared with values found
in wild-type animals; in heterozygous rats, both LIC and
SIC were not affected compared with wild-type animals
(Fig. 2K, L).

Perls staining showed liver iron deposits in homozy-
gotes, located in hepatocytes and sparing Kupffer cells
(Fig. 34, B). Spleen iron deposits, mainly located in mac-
rophages from the red pulp, appeared to be lower in ho-
mozygotes than in wild-type animals (Fig. 3C, D).

Characterization of the non-iron metal
phenotype in aceruloplasminemic rats

Plasma copper concentrations were strongly decreased
in homozygotes and half preserved in heterozygotes,
whereas erythrocyte copper concentrations were not af-
fected in mutated animals (Fig. 44, B). Liver copper con-
centration was unchanged, whereas spleen copper was
significantly lower in homozygotes and heterozygotes
compared with wild-type animals (Fig. 4C, D).

Concentrations of other metals including molybde-
num, manganese, zinc, and cobalt were also investigated
in liver, spleen, erythrocytes, and plasma of animals
(Supplemental Table S2). In homozygous animals, a sig-
nificant increase of cobalt and manganese concentrations
was found in erythrocytes and plasma, as compared with
heterozygous and controls (Fig. 4L, F).

Impact of aceruloplasminemia on the
expression of iron metabolism genes

In the liver, hepcidin antimicrobial peptide (Hamp)
mRNA levels were slightly but significantly decreased in
homozygous as compared with heterozygous animals but
not vs. wild-type rats (Fig. 54). The ratio between Hamp
mRNA and LIC levels was strongly decreased in homo-
zygous animals as compared with wild-type and hetero-
zygous animals (Fig. 5B). Hepatic mRNA levels of
transferrin receptor 2 (Tfr2), hemojuvelin BMP coreceptor
(Hjv), and Hfe genes (Supplemental Fig. S1) did not change
between the groups. Levels of p-ERK1/2, p-STAT3, and
p-SMAD1/5/8 proteins did not show significant varia-
tions between wild-type and homozygous animals (Fig.
5C and Supplemental Fig. S2). Transferrin receptor, solute
carrier family 11 member 2 (Slc11a2), solute carrier family
39 member 14 (Supplemental Fig. S1), solute carrier family
40 member 1 (Slc40al), and hephaestin (Fig. 5D, E) mRNA
levels were not affected in homozygous and heterozygous
animals. It is noteworthy that hepatic hephaestin mRNA
levels were particularly low in all groups. The hepatic
expression of cell membrane ferroportin was not signifi-
cantly modulated in aceruloplasminemic rats (Fig. 5F and
Supplemental Fig. S2). Hephaestin cell membrane protein
was undetectable both in wild-type and homozygous
groups in the liver (unpublished results).

In the spleen, the mRNA levels of Slc40a1 were slightly
but significantly increased in homozygous as compared
with wild-type animals only (Fig. 5G). The mRNA levels
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A v (sgRNA target)

S’ Exonl Exon2 Exon3 3’

Cas9 (NGG/PAM)

(Cleavage site)
S’ AGTIGCACTITTATITTIGCATAGTICCITAGCTIGGACAAGAGARAAGCATTATTACATCGGAATTACTGARGCAGTTTGGGACTATGCTICIGGCAGT 37

EXON 1 PART (sgRNAcr377) —— GGAATTACTGAAGCAGTITGGG
3’ TCACGTGARAATARARACGTATCAAGGAATCGAACCIGTITCICTITICGTAATAATGTAGC CITARATGACTTCGTCARACCCTGATACGRAAGACCGTCA 57

L (Cleavage site)

[ (54 base pairs deletion) G {STOR:‘codon)
5’ AGTGCACTTTTATTITIGCATA |TT| TTTGGGACTATGCTTICTIGGCAGT. . . ACAGATGGCACCTTTACGRAGACTA ACRARCCAGCCTIGGCTA 3

EXON 1 PART
3’ TCACGTGAAAATAAAAACGTAT |22

EXON 2 PART
AAACCCTGATACGAAGACCGTICA. . . TGTCTACCGTGGAAATGCTTCTGAT ATC TGTITGGTCGGACCGAT 5’

(2 base pairs insertion) J\

D

DelS4/Ins2 amino acids sequence

MKFLLLSALLFLH [IFGTMLLAVKKRNLFQLTRNSPISIFEMVQIVLEESIRRPFILSTQMAPLRRL [*

Conserved Modified STOP codon occurring after 66 AA

MKFLLLSALLFLH |SSLAWTREKHYYIGI TEAVWDYASGSEEKELISVDTEQSNFYLRNGPDRIGRK| [YKKALYSE YITDGTFTKTIDKPAWLGLLGPVIKA. . .

Wild-type amino acids sequence

E

Size (bp)

Figure 1. A) A global location of sgRNA in exon 1 is schematically presented. B) The CRISPR/Cas9 process is depicted in the
region around the sgRNA targeted site, in exon 1 of Cp. C) The resulting mutation selected for our model and the stop codon
occurring in exon 2 due to the frame shift are also represented. D) The frame shift resulting protein is exhibited and compared
with the wild-type sequence. Del, deletion; Ins, insertion. I£) Example of agarose gel picture representing the 3 genotypes used in
the present study. Blots a from ( J/f'/ " rats can be recognized by a band of about 200 base pairs; ( f/f/ ~ animals are characterized by
a lower band b of about 150 base pairs, whereas (.'/)+ ~ shows a double band ¢ corresponding to the 2 alleles. Heteroduplexes are
present above ( I/f/ ~ bands, as indicated by the white arrow.
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Figure 2. Consequences of the mutation on ceruloplasmin protein and activity, plasma iron bioavailability, and tissue iron
concentrations. A) Plasma ceruloplasmin concentration, n = 10 in all groups. B) Total ferroxidase activity, n = 10 in all groups.
AU, arbitrary unit. C) Peripheral plasma iron concentration, n = 10 in all groups. D) Portal plasma iron concentration, n= 10 in
(.‘f)*/*' group, n=9 in (.'p*/* and (pr/f groups. I£) Peripheral plasma transferrin saturation, » = 10 in all groups. F) Portal plasma
transferrin saturation, n= 10 in (Zp*/* group, n=9in (.:/J+/7 and (fjf/* groups. G) Peripheral plasma NTBI concentration, n = 10
in all groups. H) Portal plasma NTBI concentration, n = 10 in (.:/J+/+ and Cp 7 groups, n=9 in (..‘/J+/7 group. /) Hemoglobin
concentration, n= 10 in (Zf)J'/J' and (Zj)_/_ groups, n=3 in (.'ff'/_ group. J) Erythrocyte iron concentration, n = 10 in all groups. K)

LIC, n =10 in all groups. L) SIC, n= 10 in (Zp*/* and (]f)*'/*

of transterrin receptor, Slcl1a2 (Supplemental Fig. S1), and
hephaestin (Fig. 5H) were not different between the three
groups. Ferroportin and hephaestin cell membrane pro-
tein expression was not significantly modulated in ho-
mozygous animals (Fig. 5] and Supplemental Fig. S2).

In the duodenum, mRNA levels of Slc11a2 (Supple-
mental Fig. S1), Slc40al, and hephaestin genes (Fig. 5], K)
were not affected by homozygous or heterozygous state.
Ferroportin and hephaestin cell membrane protein ex-
pression was unchanged between wild-type and homo-
zygous animals (Fig. 5L and Supplemental Fig. S2).

Impact of aceruloplasminemia on the
expression of copper metabolism genes

Hepatic mRNA levels of the 2 genes encoding factor V and
factor VIII that are multicopper oxidases were unchanged
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inhomozygous and heterozygous animals compared with
controls (Supplemental Fig. S3). mRNA levels of Atp7a,
Atp7b, and Slc31al genes that encode copper transporters
were unchanged in both liver and spleen (Supplemental
Fig. S3).

DISCUSSION

Our data, obtained in a new aceruloplasminemic rat
model, shows that serum biochemical parameters
obtained in the Cp™/~ were in accordance with those re-
ported in humans (4, 5) and in one mouse model (50).
Indeed, both ceruloplasmin and ferroxidase activity were
undetectable. Moreover, plasma iron concentration and
transferrin saturation levels were significantly decreased
in homozygous animals only, supporting a strong de-
crease of plasma iron bioavailability. Importantly, there
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CLv

Figure 3. A, B) Perls staining of liver and spleen. Liver of (I[f/* (A) and (J/)_/_ (B) rats. Kupffer cells (example surrounded in
black); hepatocytes (example pointed with black arrow). CLV, centrolobular vein; PS, portal space. C, D) Spleen of (p** (C) and
Cp~/" (D), with indication of red pulp (RP) and white pulp (WP).

was neither anemia nor reduction of erythrocyte iron
content in our model, in contrast with human findings (4,
22,51) and some mouse models (28, 52, 53), but in accor-
dance with another mouse model (11).

Our findings with, in the liver, a highly predominant
hepatocyte iron overload and, in the spleen, a decrease of
iron concentration fully fit the human disease (4, 5, 21, 22),
whereas data obtained from mice are very contrasted (11,
24-28). We must underline that in mice, the genetic back-
ground in inbred strains plays a major role as a modifier of
the iron phenotype (54, 55). Conversely, our data have
been obtained in an outbred strain that keeps a significant
genetic background variability that may help to identify
strong elements involved in the development of the phe-
notype (56). Indeed, it has been recently reported that, for
most applications in animal studies, the use of robust and
diverse subjects is preferred to obtain generalizable con-
clusions across conditions and populations (57). It has
been proposed that, contrary to classic expectations, the
adoption of outbred animals as research subjects may
improve experimental replicability (57). Moreover, it
should be outlined that, conversely to rats and humans, in
mice, iron deposits during iron overload may be localized
in the nucleus of hepatocytes, suggesting significant dif-
ferences in the iron metabolism of mouse hepatocytes (58).
In addition, there is only 1 gene of hepcidin in rats like in

IRON IMBALANCE IN HEREDITARY ACERULOPLASMINEMIA

humans, in contrast with mice that exhibit 2 genes, the role
of the second one being not yet clearly established (59, 60).
Therefore, we thought that a rat model would be valuable
to get complementary and relevant information for a bet-
ter understanding of ceruloplasmin functions involved
inHA.

Our histologic data, as reported in humans (4, 5, 21, 22),
showing that iron deposits are mainly located in hepato-
cytes, whereas both Kupffer cells, the resident macro-
phages in the liver, and spleen macrophages did not
exhibit significant iron deposits compared with controls,
contrast with the classic pathophysiological hypothesis
postulating ironretention in macrophages during HA (13).
Our data strongly suggest that, during HA, iron is not
retained within macrophage despite the strong decrease of
ferroxidase activity. These findings contrast with those in
mice showing that iron egress is decreased in macro-
phages when ferroxidase activity is altered (27). However,
they are in agreement with other mouse reports (24-26),
suggesting that iron egress is not altered in macrophages.

Therefore, complementary mechanisms contributing to
the hepatocyte iron load must be searched. During genetic
hemochromatosis, the archetype of hepatocyte iron over-
load, the following mechanistic sequence is involved in the
iron loading process: hepcidin deficiency, related to mu-
tations not only in the Hfe gene but also in Hjv, Hamp, or
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Tfr2 genes, leads to an increase of transferrin saturation
with appearance of NTBI (61), quickly taken up by
hepatocytes through the Zrt- and Irt-like protein 14
(ZIP 14) (62).

Our data show that the homozygous Cp~/~ animals
presented a relative hepcidin deficiency, as indicated by a
drop of the hepcidin on LIC ratio, reflecting the absence of
the expected increase of hepcidin mRNA levels in the liver
of iron-overloaded animals. Moreover, we did not find
any modulation of Hfe, Hjv, and Tfr2 hepatic mRNA
steady-state levels that could have participated to the
genesis of the relative hepcidin-deficient state. In addition,
the transduction pathways that depend on these genes did
not seem affected as suggested by the absence of phos-
phorylation level decrease of ERK1/2, SMAD1/5/8, and
STAT3. Whether an inhibitory signal resulting from an
erythropoietic effect of the disease is involved, even in
absence of anemia, deserves further investigation. It is
noteworthy that, whereas the expression of the iron ex-
porter ferroportin, (the hepcidin target) on cell membrane
has been reported in cell models to be impaired in mac-
rophages in case of ceruloplasmin deficiency (13, 14, 63),
we did not find any modulation of ferroportin mRNA and
protein levels in the spleen, which is particularly rich in
macrophages, and in the liver.

Ferroxidase activity being reported as required for the
iron association to transferrin (64), we looked for an in-
crease of NTBI in the serum of homozygous animals,
despite the absence of transferrin saturation increase.
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Similarly to what has been reported in humans (4), we did
not find any NTBI increase in systemic blood flow as well
as in portal flow that receives iron from spleen and di-
gestive tract. Moreover, the mRNA levels of solute carrier
family 39 member 14, the specific transporter of NTBI (62),
was not modulated in the liver of Cp~/~ animals. Taken
together, these data suggest that alternative mechanisms
allow the transfer of iron on transferrin. In this context, it is
noteworthy that the expression level of hephaestin that
could be involved in a compensation of ceruloplasmin
deficiency was not significantly increased in the spleen
and in the duodenum in aceruloplasminemic rats. More-
over, the ferroportin expression level was not affected in
spleen, liver, and duodenum.

Finally, considering strong relationships between ce-
ruloplasmin and Cu and previous reports underlying
potential interactions between the metabolism of iron and
those of other metals (65), we investigated the concentra-
tion of these metals in plasma and tissues in order to
identify elements that could play a role in the development
of the disease. We therefore explored whether the acer-
uloplasminemic condition modulated the concentrations
of Cu, Mn, Zn Co, and Mo in liver, spleen, erythrocytes,
and plasma.

The multicopper oxidase ceruloplasmin is the most
important carrier of Cu in plasma, described as containing
about 93% of this metal (66), in accordance with lowered
plasma copper concentrations in patients with HA (4, 5,
22, 51) and with animal data (25). Therefore, as expected,
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Figure 5. A) Liver Hamp mRNA levels expressed in negative AC,, n= 10 in all groups. B) Ratio between liver Hamp mRNA levels
and LIC, » = 10 in all groups. C) Representative examples of liver p-ERK1/2, p-STAT3, and p-SMAD1/5/8 blots with Hsc70 as
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mRNA levels expressed in negative A €, n = 10 in all groups. I') Representative example of liver ferroportin blots with Hsc70 as
load control protein. G) Spleen Sle40al mRNA levels expressed in negative A C, n = 10 in all groups. H) Spleen Heph mRNA
levels expressed in negative A G, n=101n all groups. 7) Representative example of spleen ferroportin and Heph blots with Hsc70
as load control protein. J) Duodenum Slc40al mRNA levels expressed in negative A €, n= 10 in (,}1}”+ and (f;i)”_ groups, n="9

in Cp~ 7/~
Cp~
sEkp < (0.001,

we found a strong decrease of plasma Cu in acer-
uloplasminemic animals. Regarding the liver, HA case
reports are not univocal on copper concentrations, which
have been found stable (22) or increased (3). As previously
described in HA mouse models (25, 28), liver copper
concentrations in our Cp™/~ rats did not show any signif-
icant variations. However, we found a decrease of spleen
copper concentrations in Cp™~ and Cp*/~ animals com-
pared with wild-type rats, contrasting with a previous
report in HA mice (25). It should be noted that this varia-
tion affected both Cp~/~ and Cp*~ animals, whereas,
when analyzing plasma and tissue iron parameters, sig-
nificant variations were only found in Cp~/~ animals.
Therefore, it can be hypothesized that the decrease of ce-
ruloplasmin is involved in the spleen copper decrease.
This decrease in spleen copper content does not seem re-
lated to a lowered copper entry into spleen macrophages

IRON IMBALANCE IN HEREDITARY ACERULOPLASMINEMIA

group. K) Duodenum Heph mRNA levels expressed in negative A C,, n=101in Cp
~ group. L) Representative example of duodenum ferroportin and Heph blots with Hsc70 as load control protein. *P << 0.05,

T and CptT groups, n=9 in

during the erythrophagocytosis process, as suggested by
the equal erythrocyte copper contents between the 3
groups.

It is noteworthy that in Cp™/~ animals, the plasma
manganese levels were found to be increased. The role of
ferroportin in Mn egress being supported by previous data
(65), this observation supports the absence of a direct effect
of ceruloplasmin on metal egress. Interestingly, we did not
find an overexpression of hephaestin that could have
compensated for the absence of ceruloplasmin in the
spleen, both at mRNA and at protein levels.

Whether these alterations play a role during HA will
require further investigation.

In summary, this new aceruloplasminemic rat model
mimics the human hepatosplenic iron load phenotype
during HA. Our data suggest that iron overload in this
disease is not primarily related to iron retention within
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macrophages. Whether hepcidin deficiency plays, despite
the absence of NTBL a role in the development of hepa-
tocyte iron load remains to be clarified. Elucidation of the
mechanisms involved in these iron metabolism distur-
bances could help to further understand how iron de-
velops in the brain of human aceruloplasminemia, causing
devastating complications.
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Supplemental data Figure 1 : Liver Tf72 mRNA levels expressed in negative delta cycle threshold, n=10 in all groups (A). Liver Hjv mRNA
levels expressed in negative delta cycle threshold, n=10 in all groups (B). Liver Hfe mRNA levels expressed in negative delta cycle threshold,
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Supplemental data Figure 2 : Liver p-ERK1/2 protein levels expressed in fold-change, n=8 in all groups (A). Liver p-STAT3 protein levels
expressed in fold-change, n=8 in all groups (B). Liver p-SMADI1/5/8 protein levels expressed in fold-change, n=8 in all groups (C). Liver
ferroportin protein levels expressed in fold-change, n=8 in all groups (D). Spleen ferroportin protein levels expressed in fold-change. n=8 in all
groups (E). Spleen hephaestin protein levels expressed in fold-change. n=8 in all groups (F). Duodenum ferroportin protein levels expressed in
fold-change, n=7 in CP™" group, n=6 in CP-~ group (G). Duodenum hephaestin protein levels expressed in fold-change, n=7 in CP™" group,
n=6 in CP~" group (H).
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Supplemental data Figure 3 : Liver F5 mRNA levels expressed in negative delta cycle threshold, n=10 in all groups (A). Liver F§ mRNA levels
expressed in negative delta cycle threshold, n=10 in all groups (B). Liver 4tp7a mRNA levels expressed in negative delta cycle threshold, n=10
in all groups (C). Spleen 4tp7a mRNA levels expressed in negative delta cycle threshold, n=10 in all groups (D). Liver 4ip7b mRNA levels
expressed in negative delta cycle threshold, n=10 in all groups (E). Spleen 4ip7b mRNA levels expressed in negative delta cycle threshold, n=10
in all groups (F). Liver Slc3]al mRNA levels expressed in negative delta cycle threshold, n=10 in all groups (G). Spleen Slc3/al mRNA levels
expressed in negative delta cycle threshold, n=10 in all groups (H).
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Gene Forward primer Reverse primer
Atp7a TGGCTGGAACACATAGCGAA TCCACTTGTTCTTCACTCAGGA
Atp7b CAAGGTCATCGAGGAAATCGGC CATGACGGGGATGCCAAACA
F8 TGCCATGGGACTATGTGAGC TTTGCCGTGTGGAAAAACCG
F5 ATCTATGGGAGGAGGCACGA TGCGTCTTGGATTGGAACTCA
Gusb TCGAACAATCGGTTGCAGG AGCCAATGAAGTTCCGAAGC
Hamp CTGCAGCCTTGGCATGG CAGCAGCGCACTGTCATCA
Heph ATGCACTGCCACGTTACTGA CTGCAGAATCACAGCTTTTCCA
Hfe GTGGGATCACCATTTGTGCCAT ATGCTGCAGGTCACTCACACT
Hjv TCCTCTTTGTCCAAGCCACC TCGCCCCCATTGACAGAAC
Hprtl CTGATTATGGACAGGACTGAAAGAC CCAGCAGGTCAGCAAAGAACT
Slc11a2 CTTTGTCGTCTCCGTCTTTGC ATGGGGGCTGCTGCTATTTC
Slc31al ACGAGATGATGATGCCTATGACC AACACTGCCACAAAAGCTCC
Slc39al4 GGCTGGAGGATTTCAGTGTGT ACCAAACAGCACCAACAGGA
Slc40al AGGGACTGGATTGTTGTCGT GACTGGGGAACCGAATGTCA
Thp GGGATTGTACCACAGCTCCA CAGCAAACCGCTTGGGATTA
Tfrc AGCTGGACTGCAGGAGACTA GGGCTGGCAGAAACCTTGAA
Tfr2 CATGTACAACGTGCGCATCA GGAAAATGTGGCGGAATGGG

Supplemental data Table 1 : Sequences of forward and reverse primers used for real time qPCR.
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cp'” ep cp”
N Mean 50 N Mean 5D N Mean S0 p-value
Liver molybdenum [ug/g) 10 2,05 0,30 10 2,18 0,29 10 2,09 0,19 ns
Liver zinc |ug/g) 10 100,35 10,12 10 101,15 3,68 10 93,36 8,56 ns
Liver cobalt [pg/g) 10 0,21 0,16 10 0,16 0,06 10 0,13 0,04 ns
Liver manganese [ug/g) 10 7.99 1,18 10 7,71 0,93 10 .66 0,52 ns
Spleen molybdenum (pg/g) 10 0,80 0,14 10 0,72 0,22 1] 0,66 0,13 ns
Spleen zinc (pg/g) 10 76,59 8,57 10 89,830 34,71 B 77,88 7,59 ns
Spleen cobalt (pg/g) 10 0,08 0,03 10 0,06 0,02 ] 0,08 0,03 ns
Spleen manganese (pgfg) 10 1,04 0,12 10 1,06 0,09 ] 0,35 0,10 ns
Plasma molybdenum [pmolfL) 10 0,19 0,06 10 0,17 0,03 10 0,13 0,04 ns
Plasma zinc (umol/L) 10 73,31 2,09 10 23,24 3,95 10 23,22 1,37 ns
Plasma cobalt [pmol/fL) 10 0,03 0,02 10 0,03 0,01 10 0,03 0,02 ns
Erythrocytes molybdenum (pg/L) 10 0,59 0,54 10 0,85 1,34 10 0,7 0,67 ns
Erythrocytes zinc (pg/L) 10 6950 591,85 10 73372 171632 10 7004,7 579,59 s

Supplemenital data Table 2 - Metal concentrations in liver, spleen, plasma and srythrocytes. ns © no statstcally siznificant difference.
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DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

Ce travail avait pour objectif de préciser le phénotype hépatosplénique
aceruloplasminémique chez ’Homme, au moyen, i) d’une synthése des cas reportés dans la
littérature, ii) et d’un modele de rats knock-out développé pour mimer ce phénotype, et
permettre son étude. Notre hypothése était que la céruloplasmine n’est pas indispensable a la
sortie du fer macrophagique, et que des mécanismes sans lien direct avec le role rapporté de la
céruloplasmine sont a 1’origine du phénotype hépatosplénique rencontré dans la pathologie.
Les données récoltées chez ’Homme ont mis en évidence une surcharge en fer hépatocytaire,
sans surcharge en fer macrophagique, ni hépatique, ni splénique. Ce phénotype, contrastant
avec le role biologique rapporté de la céruloplasmine, était également présent dans notre

modele de rats acéruloplasminémiques.

A. Capacité du modeéle de rats a reproduire le phénotype acéruloplasminémique humain

Un des objectifs majeurs de ce travail était de reproduire dans notre modele de rats
knock-out pour le gene de la céruloplasmine, le phénotype acéruloplasminémique rencontré

chez I’Homme, notamment au niveau hépatosplénique.

Les patients acéruloplasminémiques homozygotes dont les cas étaient rapportés dans
I’étude présentaient des taux plasmatiques de céruloplasmine effondrés, au méme titre que
leur activité ferroxydase plasmatique, lorsque celle-ci était mesurée. Nos animaux
reproduisaient ces parameétres, les concentrations en céruloplasmine plasmatique ainsi que
I’activité ferroxydase plasmatique totale étant réduites de moitiée chez les animaux
hétérozygotes, et éffondrées chez les animaux homozygotes, en comparaison avec les

animaux sauvages.

De plus, la synthése des cas cliniques d’acéruloplasminémie rapportés dans la
littérature mettait en évidence la fréquence de I’anémie dans la pathologie, au méme titre que
de basses valeurs de concentrations sériques en fer et de saturation de la transferrine. Ce
phénotype plasmatique était bien reproduit chez nos animaux homozygotes, lesquels
présentaient en effet une baisse des concentrations plasmatiques en fer ainsi qu’une baisse de

la saturation de la transferrine en comparaison aux animaux sauvages et hétérozygotes.
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L’anémie mise en évidence chez ’Homme n’était cependant pas retrouvée chez nos animaux

homozygotes pour la mutation.

En termes de phénotype tissulaire, les patients figurant dans la revue des cas cliniques
publiés présentaient une surcharge hépatique en fer, majoritairement hépatocytaire, avec des
dépots de fer également localisés au niveau des cellules de Kuppfer dans certains cas. Aucune
surcharge en fer n’était objectivable au niveau splénique, d’aprés les images par résonnance
magnétique, lesquelles ne permettaient cependant pas une quantification précise des
concentrations en fer. Nos animaux homozygotes reproduisaient ce phénotype, et présentaient
bien une surcharge en fer hépatique, localisée dans les hépatocytes, tandis que les cellules de
Kupffer, macrophages résidents du foie, ne présentaient pas de signes évidents de surcharge
en fer, en comparaison aux animaux sauvages. Enfin, la rate des animaux homozygotes
avaient des concentrations en fer abaissées en comparaison a celles des animaux sauvages et

hétérozygotes.

Notre étude de synthése des cas d’acéruloplasminémie a ainsi mis en évidence des
phénotypes plasmatiques et hépatospléniques, bien reproduits chez nos animaux
acéruloplasminémiques, a 1’exception de I’anémie. L’effondrement de la céruloplasmine
plasmatique et de I’activité ferroxydase dans notre modéle atteste de I’impact de la mutation
dans la génese de I’acéruloplasminémie chez nos animaux, tandis que la reproduction par
notre modele, du phénotype acéruloplasminémique rencontré chez I’Homme, notamment au
niveau hépatosplénique, suggére que ce modéle est adapté a 1’étude du phénotype
hépatosplénique rencontré dans la pathologie. Cependant, 1’utilisation de notre modele pour
I’étude de la surcharge en fer cérébrale acéruloplasminémique ne semble pas appropriée,
compte tenu de 1’absence de dépdts de fer évidents dans le cerveau de nos animaux

homozygotes.

B. Intérét du modéle de rats en comparaison aux modeles de souris existants

Le mod¢le de rats acéruloplasminémiques utilisé dans notre étude est adapté a 1’étude
du phénotype hépatosplénique rencontré chez I’Homme. Cependant, des modeles de souris
aceruloplasminémiques ont été développés auparavant, posant ainsi la question de 1’intérét
particulier que présente notre modele en comparaison avec ceux déja existants.
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En premier lieu, notre modele semble présenter un intérét en comparaison avec les
modeles de souris utilisés précédemment, en raison des divergences de phénotypes existants
entre ces derniers, certains d’entre eux ¢échouant en effet a reproduire le phénotype
aceruloplasminémique humain. Les phénotypes relatifs au métabolisme du fer rencontrés dans
ces modeles sont en effet divergents en plusieurs points. Concernant le phénotype plasmatique
rencontré dans ces modeles, certaines données sont semblables a celles rencontrées chez
I’Homme, avec une baisse des concentrations plasmatiques en fer et de la saturation de la
transferrine chez les souris homozygotes sur la mutation 3°°310319%% " A Pinverse, d’autres
données montrent des concentrations plasmatiques en fer et une saturation de la transferrine
ne variant pas significativement en comparaison aux souris sauvages '®*. Par ailleurs, certains
modeéles de souris tendent a reproduire le phénotype hépatosplénique présent dans
I’acéruloplasminémie humaine, avec une €élévation des concentrations hépatiques en fer, de
localisation principalement hépatocytaire, associée a une absence de variation des
concentrations spléniques en fer *®. D’autres modéles indiquent cependant une hausse des
concentrations spléniques en fer chez les animaux acéruloplasminémiques ', La difficulté
d’une comparaison rigoureuse de notre modele de rats acéruloplasminémiques avec les
modeles de souris réalisés précédemement tient notamment au fait que tous les paramétres de
distribution du fer n’y sont pas systématiquement étudiés. Ainsi, certaines études de souris
présentent, comme dans notre modele, une baisse de la concentration plasmatique en fer, mais
ne renseignent pas sur les taux de saturation de la transferrine des animaux malades 3'73183%,
De méme, de nombreuses études renseignent sur les concentrations hépatiques en fer, en ne
mentionnant pas cependant les concentrations spléniques en fer, ou encore la distribution

intra-hépatique des dépots de fer 31°317318:320,321.391

En second lieu, notre modéle semble présenter un intérét en raison de notre choix
d’utiliser une lignée non-consanguine, les modéles de souris acéruloplasminémiques existants
étant majoritairement basés sur des lignées consanguines. En effet, I’intérét de 1’utilisation
préférencielle de lignées non-consanguines dans les recherches impliquant une étude

phénotypique, a fait I’objet d’une synthése récente >2.

L utilisation de lignées non-
consanguine pourrait permettre a ce titre une meilleure reproductibilité entre les études **2. Au
regard de ces considérations, 1’utilisation de la lignée Sprague-Dawley présente un intérét en
comparaison aux lignées souvent utilisées dans les précédents modéles. En effet, les résultats
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précédemment obtenus sur des lignees de souris consanguines C57BL/6J et BALB/c sont
sujets & un manque de reproductibilité de certains paramétres étudiés. A titre d’exemple, le
modele réalisé par Patel et collaborateurs sur fond génétique C57BL/6J donne lieu a une
localisation hépatique des dépbts de fer majoritairement hépatocytaire chez les souris
homozygotes, ne présentant par ailleurs pas d’anémie 3% A Pinverse, dans le modéle
développé par Yamamoto et collaborateurs sur la lignée BALBI/c, les dépbts de fer hépatiques
sont localisés dans les hépatocytes ainsi que dans les cellules de Kupffer, et les souris sont par
ailleurs anémiées *%°. Le fait que la lignée consanguine utilisée ait un impact sur le phénotype
en lien avec le métabolisme du fer, a en effet déja été caractérisé dans plusieurs études 3933,
Par ailleurs, ce manque de reproductibilité phénotypique peut également étre retrouvé entre
des études utilisant une méme mutation. A ce titre, dans 1’étude de Cherukuri et collaborateurs
ainsi que dans celle de Fuqua et collaborateurs, utilisant des lignées C57BL/6J, les souris
homozygotes pour la mutation acéruloplasminémique sont anémiées *:**'°. Cependant dans
I’étude de Chen et collaborateurs, les souris C57BL/6J homozygotes pour la méme mutation
ne présentent pas d’anémie **’. De méme, dans cette étude de Chen et collaborateurs, les
concentrations spléniques en fer sont significativement augmentées dans le groupe
homozygote, tandis qu’elles restent invariables comparées a celles des animaux C57BL/6J
contrdles sauvages dans 1’étude de Jiang et collaborateurs, utilisant la méme mutation 3/3%%,
Néanmoins, ces divergences de phénotypes ne sont pas uniquement imputables a la
consanguinité des lignées utilisées. En effet, ce défaut de reproductibilité a également eu lieu
sur une lignée non-consanguine black Swiss-Webster, entre 1’¢tude originale de Harris et
collaborateurs, et une étude de Meyer et collaborateurs reprenant ce modéle sur le méme fond
génétique ; en effet, I’étude de Harris montrait une hausse des concentrations spléniques en
fer chez les animaux homozygotes par rapport aux animaux sauvages, tandis que ces
concentrations restaient inchangées dans 1’étude de Meyer ****'*. Ce constat suggére que le
manque de reproductibilité entre les études pourrait aussi étre 1ié a d’autres facteurs,
potentiellement en lien avec une variable environnementale, cette derniere étant également a
méme d’influer sur les phénotypes 2. Cependant, du fait de la plus grande hétérogénéité de
leur fond génétique, les lignées non-consanguines reproduisent davantage la variabilité
génétique présente dans la population humaine ; ainsi, ces lignées permettent de limiter les
biais liés au manque de variabilité interindividuelle, exposant a une sur-évaluation de certains
effets d’une condition au sein d’un groupe 3% Ainsi, les résultats obtenus sur des lignées non-
consanguines seraient potentiellement davantage « généralisables » que ceux obtenus sur des
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lignées consanguines **2. Dans I’optique d’expliquer le phénotype hépatosplénique observé
chez ’Homme, I’utilisation d’une lignée ayant une variabilité génétique relativement haute
serait donc préférable, afin de reproduire un contexte de fond génétique hétérogéne au sein
duquel, chez ’'Homme, le phénotype hépatosplénique acéruloplasminémique s’exprime de

manicre semblable entre des patients n’ayant a premiére vue aucun lien de parenté.

Enfin en troisiéme lieu, 1’utilisation originale d’un modele de rats semble présenter un
certain intérét en comparaison a un modele de souris, du fait que ces dernieres expriment, a
Iinverse de 'Homme, deux isoformes d’hepcidine **°. Alors méme que ces deux isoformes
semblent étre co-inductibles en cas de surcharge en fer hépatique, il est suggéré que leur role
respectif pourrait diverger en partie, laissant un certain degré d’incertitude quant aux

différences fonctionnelles exactes de ces deux peptides **°

. De plus, I’expression de ces deux
isoformes serait variable en fonction du fond génétique utilisé, notamment dans les lignées de
souris consanguines 3%. L utilisation d’un modéle de rats semble donc moins confondante, et

plus proche des conditions biologiques rencontrées chez I’Homme.

Notre modeéle de rats aceruloplasminémiques semble donc présenter plusieurs intéréts
dans 1’étude phénotypique de 1’acéruloplasminémie héréditaire, en comparaison aux modeles
de souris précédents, en raison, d’une part, des divergences phénotypiques observées entre
certains de ces modeles et 1’acéruloplasminémie humaine, d’autre part, de 1’utilisation d’une
lignée non-consanguines dans notre modele, et enfin, de I’utilisation du rat dans notre modéle,

lequel au méme titre que I’Homme, n’exprime qu’un seul isoforme d’hepcidine.

C. Réle d’une hepcidino-déficience dans [’acéruloplasminémie

Dans notre étude, nous avons utilisé notre modeéle pour tenter d’expliquer le phénotype
hépatosplénique acéruloplasminémique, a travers différents questions mécanistiques. Parmi

celles-ci, le role de I’hepcidine a été évalué.

Le phénotype rencontré dans I’acéruloplasminémie incite a s’interroger sur la présence
d’une hepcidino-déficience dans la pathologie. En effet, d’aprés les données récoltées dans
notre synthese, I’acéruloplasminémie héréditaire se caractérise par un phénotype de surcharge
hépatique similaire a celui rencontré dans les hémochromatoses, pathologies hepcidino-
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déficientes, bien que, toujours d’aprés notre syntheése, 1’hépcidino-déficience ne soit pas
retrouveée de maniére systématique chez les patients acéruloplasminémiques. Cependant,
parmi I’ensemble des pathologies de surcharge hépatique en fer, deux grands types de
surcharge semblent pouvoir étre distingués : d’une part la surcharge en fer hépatocellulaire,
touchant les hépatocytes avec un gradient porto-centrolobulaire décroissant et épargnant les
cellules de Kupffer, et d’autre part la surcharge en fer macrophagique touchant

essentiellement les cellules de Kupffer 28%3%

. La surcharge de type hépatocellulaire est
présente dans les hémochromatoses, tandis que la surcharge de type macrophagique est
présente dans la maladie de la ferroportine 28%". L acéruloplasminémie est donc caractérisée
par un phénotype de surcharge hépatique similaire a celui rencontré dans les
hémochromatoses, avec une localisation parenchymateuse, et la présence fréquente d’un
gradient porto-centrolobulaire décroissant, malgré une physiopathologie semblant étre
¢loignée de celle des hémochromatoses, car ne présentant pas systématiquement d’hépcidino-
déficience. Corroborant ce constat formulé chez I’Homme, les niveaux hépatiques d’ARNm
d’hepcidine retrouvés chez nos animaux homozygotes ne variaient pas significativement en
comparaison a ceux des animaux sauvages, alors qu’une hausse de ce parametre était attendue
compte tenu de la surcharge hépatocytaire présente chez ces animaux 2!°. De méme, des
résultats préalablement publiés dans deux modeéles de souris montraient la méme tendance
817319 " Cependant, un autre modéle de souris montrait au contraire des niveaux hépatiques
d’ARNm d’hepcidine 1 significativement abaissés chez les animaux acéruloplasminémiques

%1 De plus, malgré des

homozygotes en comparaison aux animaux contrbles sauvages
niveaux d’ARNm d’hepcidine inchangés dans notre mode¢le, le ratio existant entre ces niveaux
d’ARNm et les concentrations hépatiques en fer étaient fortement abaissées dans le groupe
homozygote en comparaison aux deux autres groupes, ceci suggérant une hepcidino-
déficience relative dans le groupe des animaux malades. En effet, d’aprés ce ratio, il semble
que le gene de I’hepcidine ne s’exprime pas a hauteur de ce qu’il devrait au regard des valeurs
de concentrations hépatiques en fer élevées du groupe homozygote, supposées donner lieu a

une surexpression du gene de I’hepcidine par le biais de la voie de transduction BMP/SMAD
217,220

Nous avons tenté de comprendre les mécanismes de cette hepcidino-déficience
relative. Cependant, le niveau hépatique des formes phosphorylées des proteines SMAD1/5/8
ne variait effectivement pas entre les groupes homozygote et sauvage. En outre, le niveau
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hépatique des formes phosphorylées de la protéine STAT3 restait également invariable entre
les deux groupes, au méme titre que le niveau hépatique des formes phosphorylées des
protéines ERK1/2, et ce malgré une saturation de la transferrine plus basse chez les animaux
homozygotes, supposée se traduire par une moindre activation du signal MAPK aboutissant a
la phosphorylation des protéines ERK1/2 2% Par ailleurs, les données cliniques récoltées
chez I’Homme, ainsi que les études réalisées sur les modeles de souris, ne fournissent pas

d’éléments de réponse mécanistiques, quant a la survenue de 1’hepcidino-déficience.

La question de I’implication de 1’hepcidino-deficience dans la survenue du phénotype
hépatosplénique, en particulier la surcharge hépatocytaire en fer, a également été posée. Au
regard de cette deficience relative en hepcidine, associée a la surcharge hépatique en fer, le
dosage des concentrations de NTBI semblait comporter un intérét. En effet, le NTBI est
considéré comme I’effecteur par lequel la déficience en hepcidine est a méme d’induire la
surcharge hépatique en fer, dans un nombre important de pathologies de surcharge en fer,
notamment 1’hémochromatose de type 1 associée a la mutation du géne HFE 2. Cependant,
notre synthése rend compte d’un cas clinique montrant I’absence de NTBI, ceci tendant a
corroborer le fait que les surcharges en fer hémochromatosiques et 1’acéruloplasminémiques
soient sujets a des mécanismes physiopathologiques différents, malgré des types de surcharge
hépatique en fer trés proches. De plus, les niveaux de NTBI abaissées dans le sang
périphérique de nos animaux homozygotes en comparaison aux deux autres groupes, par
ailleurs en cohérence avec la baisse des niveaux périphériques de saturation de la transferrine
dans le groupe homozygote, semblent également indiquer que le NTBI n’a pas d’implication
dans la surcharge en fer hépatique observée chez les animaux malades. Cette absence
d’implication du NTBI est par ailleurs confirmée par les valeurs de NTBI dans le sang portal,
également abaissées dans le groupe homozygote, en cohérence avec les valeurs de saturation
de la transferrine et de fer plasmatique au niveau portal, elles-mémes abaissées chez les
animaux de ce méme groupe. Ce NTBI portal a été dosé dans 1I’hypothése d’une élévation du
NTBI portal ne se reflétant pas dans les valeurs de NTBI périphérique du fait de sa captation
rapide par les hépatocytes a 1’issue de la circulation portale 2 Les niveaux hépatiques
d’ARNm du géne Slc39al4 n’étaient pas plus élevés chez les animaux homozygotes ; ce
constat renforcait 1’hypothése d’une surcharge hépatique en fer indépendante du NTBI. En
effet, le géne Slc39al4 code pour le transporteur ZIP14 ; ce transporteur permet 1’entrée
massive du NTBI dans les hépatocytes, pouvant ainsi générer une surcharge en fer 2. Ces
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investigations relatives au NTBI et aux parametres plasmatiques du fer dans la circulation
portale semblaient d’autant plus importantes qu’aucun modele animal d’acéruloplasminémie
héréditaire ne renseigne sur les valeurs de NTBI, de parametres plasmatiques du fer au niveau
portal, ou encore d’expression du géne de ZIP14, malgré une surcharge en fer hépatique

présente dans chacun de ces modéles 181:306.315:317-321.391

Une hepcidino-déficience rélative semble donc pouvoir étre présente dans
I’acéruloplasminemie ; cependant, cette hepcidino-déficience n’est pas expliquée pour le
moment. De plus, son role dans la survenue du phénotype hépatosplénique

acéruloplasminémique ne peut pas étre attesteé.

D. Réle des principaux transporteurs du fer et de [’hephaestine dans le phénotype

acéruloplasminémique

Dans 1’é¢tude du phénotype acéruloplasminémique a travers notre modele, se pose la

question du rdle des transporteurs du fer dans la génése de ce phénotype.

Concernant le pénotype hépatique, consistant en une surcharge en fer au niveau
hépatocytaire, deux types de mécanismes majeurs pouvaient étre envisagés, d’une part, une
entrée de fer accrue dans les hépatocytes, d’autre part, une sortie limitée du fer hépatocytaire.
L’absence apparente d’implication du NTBI et de ZIP14 évoquée plus haut, associée a des
niveaux hépatiques d’ARNm de Tfrc et de Slc11a2 inchangés entre les groupes, suggerent que
la surcharge hépatocytaire en fer n’est probablement pas le résultat d’une captation accrue du
fer par le biais de ces transporteurs, tandis qu’a plus forte raison, une étude menée sur un
modele de souris montrait une baisse des niveaux hépatiques d’ARNm de Tfrc et Slclla2
chez les animaux acéruloplasminémiques 3. De plus, dans notre modéle, I’absence de baisse
des ARNm de Tfrc malgré la surcharge hépatique en fer, est inattendue au regard du réle du
systeme de régulation IRP/IRE ; en effet, comme évoqué dans I’introduction générale (partie
1.5.3., page 46), ce systeme de régulation est supposé engendrer une baisse des niveaux
d’ARNm de Tfrc en cas de hausse des taux de fer hépatiques *®%. Par ailleurs, les niveaux
inchangés de ferroportine et d’ARNmM de Slc40al au niveau hépatique, semblent indiquer
I’absence d’un éventuel phénoméne de rétention du fer dans les hépatocytes. Cette absence
d’implication de la ferroportine était déja suggérée par certaines données antérieures
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provenant d’un modéle de souris 3. Une autre étude en revanche, montrait des niveaux de
ferroportine hépatique accrus en termes d’ARNm et de protéines chez les animaux

acéruloplasminémiques *!7,

Considérant le phénotype splénique, lequel consistait en une baisse des concentrations
en fer, associée a une réduction des dépbts de fer dans la pulpe rouge visible
histologiquement, les mécanismes envisagés semblaient probablement liés a une baisse de
I’approvisionnement en fer des macrophages spléniques, ou une sortie accrue du fer
macrophagique splénique. En raison de I’absence d’anémie, associée a I’absence de baisse des
concentrations érythrocytaires en fer, I’hypothése d’'une moindre récupération macrophagique
du fer lors de 1’érythrophagocytose ne semble pas pouvoir étre retenue. Les niveaux
spléniques d’ARNm de Tfrc n’étaient pas abaissés dans le groupe homozygote, suggérant que
la baisse des niveaux de fer dans les macrophages de la rate n’est pas liée au transporteur
TfR1. Par ailleurs, les niveaux de ferroportine splénique membranaire ne variaient pas entre
les groupes, suggérant 1’absence d’implication de cette protéine dans la baisse des niveaux de
fer dans la rate. Cette absence de variation des niveaux de ferroportine membranaire dans la
rate et dans le foie, semble par ailleurs indiquer que la céruloplasmine n’est pas indispensable
a la stabilité de la ferroportine sur les membranes cellulaires, contrastant avec le r6le décrit de
la céruloplasmine a I’égard de la ferroportine macrophagique ***. Cependant, les niveaux
d’ARNm du géne Slc40al, codant pour la ferroportine, sont légérement mais
significativement augmentés au niveau splénique dans le groupe homozygote en comparaison
aux animaux sauvages. L’éventualit¢ d’une dégradation de la ferroportine a la membrane,

compensée par une hausse de I’expression de son gene codant, ne serait donc pas a exclure.

Le phénotype plasmatique rencontré dans 1’acéruloplasminémie ne semble pas non
plus étre en lien avec les transporteurs du fer. En effet, la stabilité de la ferroportine au niveau
splénique suggére que la baisse des niveaux de fer plasmatique chez les animaux
homozygotes n’est pas le résultat d’'un moindre approvisionnement en fer provenant des
macrophages. De méme cette baisse du fer biodisponible ne semble pas étre le résultat d’une
moindre absorption du fer au niveau entérocytaire, I’expression duodénale de la ferroportine
étant également stable entre les groupes tant en termes d’ARNm que de protéine, en
cohérence avec des données récoltées sur un précédent modéle de souris *'°. De plus,
I’analyse histologique du duodénum ne montrait pas d’accumulation de fer dans les
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entérocytes de nos animaux homozygotes. Cependant, d’autres données montraient des
niveaux de ferroportine accrus dans les entérocytes des animaux acéruloplasminémiques
homozygotes **’. A I’inverse, une autre étude montrait des niveaux d’ARNm de Slc40al
abaissées dans le duodénum des animaux acéruloplasminémiques *2°. Cette baisse du fer
biodisponible dans I’acéruloplasminémie, au regard de nos données, ne semble pas non plus
en lien avec I’absorption du fer non-héminique luminal assuré par le transporteur DMTL, les
niveaux d’ARNm de Slclla2 codant pour le transporteur DMT1 étant inchangés dans le
duodénum, comme déja suggéré par une précédente étude **°. Au regard des questionnements
relatifs au role du duodénum, une perspective possible serait I’étude de 1’absorption du fer
alimentaire chez ces animaux, par prélévement itératifs de sang veineux mesentérique, suite a

I’administration d’une dose de fer par voie orale.

Enfin, ’expression de I’héphaestine a été évaluée au sein de notre modéle en raison de
son activité ferroxydase rapportée ; en effet, en réponse a 1’absence de céruloplasmine, un
potentiel réle compensatoire de 1’hephaestine était envisagé **'%. A ce titre, dans une étude
utilisant des souris acéruloplasminémiques, 1’expression de 1’héphaestine était accrue dans
I’hippocampe et le cervelet des animaux homozygotes, comparées aux souris contréles
sauvages >'®. Par ailleurs, dans un autre modéle de souris knock-out, une surexpression de la
ferroportine avait lieu au niveau entérocytaire en I’absence d’héphaestine, suggérant un lien

319 Cependant, nos rats

entre cette ferroxydase et la protéine d’export du fer
acéruloplasminémiques homozygotes ne présentaient aucune modification d’expression de
I’hephaestine splénique et duodénale, tant en termes d’ARNmM que de protéine, en

comparaison aux animaux sauvages.

Les comparaisons entre les groupes, des niveaux d’expression des principaux
transporteurs du fer, ainsi que de I’hephaestine, réalisées dans notre modele, et comparées aux
données des modeles existants, ne permettent donc pas d’expliquer les phénotypes hépatiques,

splénique, et plasmatique rencontrés dans 1’aceruloplasminémie.

E. Impact de l’acéruloplasminémie sur les métaux non-ferreux
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En raison des liens rapportés entre le métabolisme du fer et celui des métaux non-
ferreux, 1’impact de I’acéruloplasminémie sur le métabolisme de ces derniers a été évalué

dans notre modéle %,

A ce titre, la stabilité de 1’expression de la ferroportine et des ARNm de DMT1 dans
notre modéle pose certaines questions relatives au métabolisme du manganése, du zinc, et du
cobalt. En effet, la ferroportine, au méme titre que DMT1, est impliquée dans le transport du
manganése, dont les concentrations plasmatiques sont significativement augmentées chez les
animaux homozygotes de notre modéle **. En revanche, le zinc et le cobalt, deux métaux
dont le transport peut également étre assuré par la ferroportine et DMT1, avaient des

3% par ailleurs, de maniére

concentrations plasmatiques inchangées entre les groupes
surprenante, les concentations en zinc au niveau hépatique, splénique, et érythrocytaire, ne
variaient pas non plus chez nos animaux acéruloplasminémiques, quand bien méme des liens
étroits sont suspectés entre la céruloplasmine et le zinc ; en effet chez I’'Homme, il a été
rapporté qu’un exces de zinc pouvait induire une hypocuprémie, a méme de causer une

acéruloplasminémie secondaire, par carence en cuivre 3.

L’hypocuprémie est en effet attendue dans 1’acéruloplasminémie, en raison du fait que
la céruloplasmine plasmatique renferme dans sa structure environ 93 % du cuivre plasmatique
total chez ’Homme **°. Cette hypocuprémie est retrouvée chez nos animaux homozygotes,
lesquels présentaient une cuprémie effondrée, tandis que nos animaux hétérozygotes avaient
une cuprémie environ réduite de moitié en comparaison aux animaux contrdles sauvages, ceci
confirmant, au méme titre que les valeurs de céruloplasmine plasmatique et d’activité
ferroxydase évoquées plus haut, la présence d’une acéruloplasminémie effective chez nos
animaux homozygotes, en lien avec la mutation. Les concentrations en cuivre présentes dans
le sérum et les tissus ont été étudiées dans un précédent modele utilisant des souris ; comme
dans notre modéle, les concentrations plasmatiques en cuivre étaient effondrées 3'°. Cette
étude présentait également des concentrations en cuivre hépatiques et spléniques inchangées
entre les animaux acéruloplasminémiques et sauvages .

Dans notre modele, les concentrations en cuivre dans le foie des animaux
homozygotes ne variaient pas de celles des animaux sauvages; en revanche, les
concentrations en cuivre étaient significativement plus basses dans les rates de nos animaux
acéruloplasminémiques homozygotes et hétérozygotes, que dans celles de nos animaux
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sauvages. Cette baisse des concentrations spléniques en cuivre étaient d’autant plus inattendue
que, a ’exception des concentrations plasmatiques en céruloplasmine, des valeurs d’activité
ferroxydase, et de la cuprémie, ’ensemble des variations observées dans notre modele
opposait le groupe homozygote aux deux autres groupes, les hétérozygotes ayant des
parametres du fer ne variant pas de ceux des controles sauvages. Ces résultats indiquent que le
métabolisme du cuivre est sujet a des altérations déja présentes chez les animaux
hétérozygotes, & l’inverse du metabolisme du fer semblant uniquement impacté par
I’homozygotie dans notre modele. Ce contraste suggére que les altérations des meétabolismes
du fer et du cuivre sont les résultats de mécanismes distincts. Par ailleurs, les niveaux de
cuivre érythrocytaires n’étaient pas diminués dans les groupes homozygotes et hétérozygotes,
excluant ainsi une baisse des niveaux de cuivre spléniques due a un niveau moindre de
relargage du cuivre présent dans les érythrocytes, lors de 1’érythrophagocytose. A ce titre, il
convient également de preciser que la hausse du cobalt érythrocytaire chez les animaux
homozygotes ne s’accompagne pas d’une hausse du cobalt splénique, de méme que, comme
évoqué précédemment, la baisse du fer splénique chez ces mémes animaux ne s’explique pas
par une baisse du fer érythrocytaire. Ainsi, les modifications de concentrations en métaux
dans les macrophages de la rate ne semblent pas étre le résultat de mécanismes en lien avec le
processus d’érythrophagocytose.

Le role des transporteurs du cuivre dans la génése de ce phénotype a été recherché. En
effet, la protéine membranaire CTR1 permet I’importation du cuivre au sein de la cellule,
tandis que les transporteurs Copper transporting ATPase 1 (ATP7A) et ATP7B permettent
I’importation du cuivre dans D’appareil de Golgi et ainsi son intégration aux protéines
nouvellement synthétisées *®°. L’expression de la protéine ATP7A serait ubiquitaire, tandis
qu’ATP7B serait davantage localisée dans certains organes tels que le foie, les reins, et le
cerveau ; par ailleurs en cas d’excés de cuivre cellulaire, ATP7A et ATP7B seraient
relocalisés au niveau de la membrane plasmique pour y assurer 1’exportation du cuivre 400,
Cependant dans notre modele, 1’absence de différences entre les génotypes, en termes de
niveaux d’ARNm spléniques des génes codant pour Ctrl, Atp7a et Atp7b, suggere que les
mécanismes a ’origine de la baisse du cuivre splénique chez les animaux hétérozygotes et
homozygotes, seraient indépendants de ces transporteurs du cuivre, sous réserve de résultats
identiques en termes d’expression protéique de ces transporteurs. L’expression de ces genes

était par ailleurs inchangée entre les groupes au niveau hepatique et duodenal.
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L’absence de variations des concentrations hépatiques en cuivre dans notre modele est
inattendue, au regard du phénotype rencontré dans la maladie de Wilson, une pathologie
résultant de mutations du géne codant d’ATP7B “°*. En effet, cette pathologie est caractérisée
par une surcharge hépatique en cuivre, en raison de I’invalidation de la protéine ATP7B %,
Ce phénotype hépatique s’explique par le fait que I’invalidit¢ d’ATP7B compromet
I’excrétion du cuivre hépatique par les canaux biliaires “®. D’autre part, I’importation du
cuivre dans I’appareil de Golgi est également altérée par 1’absence d’ATP7B, et de ce fait,
I’incorporation du cuivre aux cuproprotéines, notamment la céruloplasmine, dont les

400401 Alinsi, le cuivre

concentrations plasmatiques sont effondrées dans la pathologie
hépatique n’est ni évacué par voie biliaire, ni exporté a I’extérieur de la cellule au travers de la
sécrétion de céruloplasmine, donnant de fait lieu a une surcharge hépatique en cuivre. Dans
notre modele acéruloplasminémique, comme dans la maladie de Wilson, la céruloplasmine
n’est pas sécrétée chez les animaux homozygotes, ce qui signifie que le cuivre hépatocytaire
censé intégrer la structure de la céruloplasmine, ne peut pas étre exporté en méme temps que
cette derniére. De plus, compte tenu de la nature de la mutation opérée dans notre modeéle,
laquelle aboutit a un codon STOP dés I’exon 2, le processus d’intégration des atomes de
cuivre a la cérulopasmine n’a probablement pas lieu, du fait que la majeure partie de la
structure primaire de la protéine ne soit pas synthétisée. Le cuivre destiné a entrer dans la
structure de la céruloplasmine, serait donc supposé s’accumuler dans les hépatocytes, étant
donné que la céruloplasmine n’est pas sécrétée. Pour ces raisons, une surcharge hépatique en
cuivre pouvait étre attendue. De plus, le gene codant pour Atp7b, protéine assurant
I’évacuation du cuivre intracellulaire par voie biliaire, ne s’exprime pas davantage chez nos
animaux homozygotes. Ceci suggere, sous réserve d’une expression et d’une localisation de la
protéine inchangeée entre les groupes, que 1’absence de stase du cuivre dans les hépatocytes
n’est pas imputable & un mécanisme de drainage accru du cuivre, faisant intervenir Atp7b.

A ce titre, le dosage plasmatique d’autres cuproprotéines circulantes exprimées et
sécrétées par les hépatocytes présenterait un intérét, afin d’évaluer un éventuel accroissement
de leur sécrétion par compensation, pouvant expliquer 1’absence d’accumulation de cuivre
dans les hépatocytes. L’expression hépatique transcriptionnelle des génes F5 et F8 codant
pour les cuproportéines circulantes Facteur V et Facteur XIII demeurait inchangée entre les
groupes ; cependant, cette invariabilité reste a confirmer en termes de concentrations de ces
protéines dans le plasma. A ce titre, le dosage du cuivre échangeable plasmatique dans notre
modele présenterait également un intérét ; en effet, le ratio entre le cuivre échangeable et le
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cuivre plasmatique total est fortement accru dans la maladie de Wilson “%%. A ce titre, ce ratio
peut étre utilisé comme un outil diagnostic fiable et discriminant de la pathologie “®. Ceci
semble pouvoir s’expliquer notamment par le fait que la concentration plasmatique en
céruloplasmine, contenant environ 93 % du cuivre plasmatique, soit effondrée dans la

maladie de Wilson 38040

. Ainsi, le dosage du cuivre échangeable dans notre modéle
permettrait de déterminer le ratio entre cette forme de cuivre et le cuivre plasmatique total
chez les animaux acéruloplasminémiques homozygotes et hétérozygotes, afin de déterminer
dans quelle mesure le cuivre résiduel fait partie de la structure de cuproprotéines. Au vue des
données actuellement fournies par notre modele, la présence de voies alternatives de transport
du cuivre est supposée. Cette suggestion semble d’autant plus envisageable, si I’on considére,
comme évoqué précédemment, les baisses de concentrations en cuivre splénique ne
s’accompagnant pas de modifications d’expression des génes codant pour les transporteurs du
cuivre. Cependant, I’absence de lien apparent entre les concentrations tissulaires en cuivre
dans notre modéle, et les transporteurs du cuivre, doit étre confirmée par 1’évaluation de
I’expression protéique de ces transporteurs, et, également, par 1’étude de leur localisation, au
regard des données montrant I’influence du cuivre sur la localisation de ces transporteurs a
I’échelle subcellulaire %%,

En outre, au regard de données démontrant 1’intérét de considérer les valeurs de
fractionnements isotopiques des différents éléments, au-dela des simples concentrations de
I’isotope de plus forte abondance, une comparaison de 1’isotopie du cuivre splénique entre les

groupes semble intéressante “%°.

Les données recueillies dans notre modele suggerent que 1’acéruloplasminémie a un
impact sur le métabolisme de certains métaux non ferreux, tels que le manganeése et le cobalt ;
la nature exacte de ces liens reste cependant inconnue. De plus, bien qu’un impact de
I’acéruloplasminémie sur le métabolisme du cuivre soit supposé en raison du lien entre le
cuivre et la céruloplasmine, notre modéle a mis en évidence, de fagon inattendue, une baisse
des concentrations spléniques en cuivre y compris chez les animaux hétérozygotes. Cette
altération du métabolisme du cuivre dans 1’acéruloplasminémie héréditaire n’est pas rapportée

dans la littérature a ce jour.

F. Conclusion et perspectives
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La synthése des cas cliniques publiés d’acéruloplasminémie heréditaire a confirmé la
présence d’un phénotype hépatosplénique associé a la pathologie, consistant en une surcharge
hépatique en fer majoritairement hépatocytaire sans surcharge splénique en fer. Ce phénotype
hépatosplénique était accompagné de parametres plasmatiques du fer caractérisés par des
concentrations plasmatiques en fer et des saturations de la transferrine anormalement basses,

souvent associées a une anémie.

Le modele de rats acéruloplasminémiques développé et caractérise, a genéré une
aceruloplasminémie effective chez les animaux homozygotes, et a permis de reproduire des
caractéristiques phénotypiques présentes chez I’Homme, en particulier le phénotype
hépatosplénique en fer. Cependant, les investigations mécanistiques menées sur ce modéle
n’ont pas, pour le moment, permis d’expliquer le phénotype hépatosplénique présent dans
I’acéruloplasminémie. Notamment, il a pu étre établi que la surcharge hépatocytaire en fer
n’est pas le résultat d’un mécanisme en lien avec le NTBI et provoqué par 1’hépcidino-

déficience.

De méme, deux protéines majeures ne semblent pas impliqueées : la ferroportine, dont
I’interaction avec la céruloplasmine est décrite dans la littérature, ainsi que 1’hephaestine
ayant une proximité fonctionnelle avec la céruloplasmine. Nos hypothéses se tournent vers
I’existence d’un moyen de transport alternatif du fer, par le biais d’un ou plusieurs
transporteurs membranaires non identifiés comme tels a ce jour. A ce titre, une analyse
transcriptomique a été menée sur des foies et des rates d’animaux homozygotes et controles
sauvages, avec des résultats préliminaires indiquant la modulation significative d’un certain
nombre de genes, sans lien apparent avec le métabolisme du fer. Ces modifications

d’expression de génes doivent cependant étre confirmées par d’autres méthodes.

Par ailleurs, les données ayant trait a 1’absorption duodénale du fer sont peu présentes
dans notre mode¢le, les investigations portant sur 1’axe hépatosplénique ayant été privileégiees ;
de plus notre étude utilisait des rats a jeun, et ne rendait compte d’aucun paramétre
dynamique en lien avec les processus de transport du fer. A cet égard, une perspective
intéressante consisterait en la réalisation d’un cathétérisme portal faisant suite a une

administration de fer par voie orale, en vue de prélévements itératifs visant a caractériser les
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parametres plasmatiques du fer en situation post-prandiale, notamment en termes de

concentrations portales en NTBI.

Notre modele a permis de mettre en évidence des altérations du métabolisme du cuivre
jusqu’alors non-répertoriées, consistant en une baisse du cuivre splénique chez les animaux
homozygotes et hétérozygotes. Ces modifications ne semblaient pas en lien avec 1’expression
des genes codant pour les principaux transporteurs du cuivre. Un dosage du cuivre
échangeable plasmatique, ainsi qu’une étude des fractionnements isotopiques du cuivre dans
la rate entre les différents génotypes, sont envisagés afin de mieux comprendre I’impact de

I’acéruloplasminémie sur le métabolisme de ce métal.

Enfin, au regard du phénotype rencontré dans 1’acéruloplasminémie humaine, la
pertinence des modeles murins semble devoir étre questionnée. En effet, notre revue
systématique des cas cliniques publiés suggérait la présence d’une surcharge cérébrale en fer
chez la majorité des patients acéruloplasminémiques homozygotes. Plusieurs modeles de
souris developpés précédemment ne reproduisaient pas cette présence excessive de fer dans le
cerveau des animaux 3*"*!® De méme, dans notre modéle, les rats acéruloplasminémiques
homozygotes ne présentaient aucun dépdt de fer dans le cerveau. S’ajoutant aux
problématiques évoquées plus haut, concernant la reproduction du phénotype hépatosplénique
et plasmatique rencontré chez I’Homme, les difficultées des modéles murins a mimer la
surcharge cérébrale acéruloplasminémique, suggere 1’intérét de tenter I’utilisation d’autres
espéces afin d’essayer de reproduire I’intégralit¢é du phénotype acéruloplasminémique

rencontré chez I’Homme.
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physiopathologiques de I'acéruloplasminémie héréditaire
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Résumé : L’acéruloplasminémie héréditaire est
une pathologie génétique rare, résultant en une
absence de céruloplasmine fonctionnelle dans
le plasma. La pathologie entraine des
surcharges en fer, notamment au niveau
hépatocytaire. Cependant, les macrophages
hépatiques et spléniqgues des patients ne
semblent pas impactés par la surcharge en fer,
alors méme que la céruloplasmine est décrite
comme nécessaire a la sortie du fer
macrophagique. Notre hypothése était que la
céruloplasmine n’est pas indispensable a la
sortie du fer macrophagique, et que des
mécanismes sans lien direct avec le role
rapporté de la céruloplasmine sont a l'origine du
phénotype hépatosplénique rencontré dans la

pathologie. Nous avons réalisé une synthése
des cas clinigues dacéruloplasminémie
rapportés dans la littérature, confirmant la
présence d'un phénotype hépatosplénique
suggérant que le réle de la céruloplasmine est
incomplétement compris. Nous avons par la
suite développé et caractérisé un modéle
original de rats acéruloplasminémiques,
reproduisant le phénotype hépatosplénique
humain. Les données récoltées dans ce
modéle suggéraient que la céruloplasmine
n‘est pas nécessaire a la sortie du fer
macrophagique. D’autres résultats ont par
ailleurs mis en évidence des anomalies du
métabolisme des métaux non-ferreux, en lien
avec la pathologie.

Characterization of the hepatosplenic phenotype from a new aceruloplasminemic rat model
for a better understanding of hereditary aceruloplasminemia pathophysiological mechanisms

Keywords : Hepatocyte, Macrophage, Iron overload

Abstract : Hereditary aceruloplasminemia is a
rare genetic disease, resulting in a lack of
functional ceruloplasmin in  plasma. This
pathology leads to iron overload, especially in
hepatocytes. However, liver and spleen
macrophages are not iron overloaded, despite
the reported important role of ceruloplasmin in
iron egress from macrophages. Our hypothesis
was that ceruloplasmin is not essential for iron
egress from macrophages, and that some
mechanisms, not in direct link with the
ceruloplasmin reported role, are the cause of
the hepatosplenic phenotype observed in the
disease.

We performed a synthesis of
aceruloplasminemia clinical cases reported in
the literature, confirming by this way the
presence of an hépatosplenic phenotype that
suggest an imperfect undersanding of
ceruloplasmin role. We then performed and
characterized a new rat model of
aceruloplasminemia, reproducing the human
hepatosplenic phenotype. The data obtained in
this model suggested that ceruloplasmin is not
essential for macrophage iron egress.
Otherwise, some other results highlighted
abnormalities regarding to non-iron metals
metabolism, in link with aceruloplasminemia.



