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Introduction



Les pathologies cardiovasculaires représentent une des premiéres causes de morbi-
mortalité dans les pays industrialisés. La fréquence et la gravité de ces pathologies, aussi
bien en termes de mortalité que de complications a plus ou moins long terme, demeurent un
véritable probleme de santé publique, notamment concernant la cardiopathie ischémique. En
effet, malgré d’importants progrés en matiére de prévention, de prise en charge des facteurs
de risque cardiovasculaire ainsi que le développement continu de stratégies thérapeutiques
améliorant son pronostic, le nombre de patients atteints reste stable en France. Chaque
année, il est dénombré environ 120 000 infarctus du myocarde (IDM). Environ 10 % des
victimes décédent dans I'heure qui suit et le taux de mortalité a un an est de 15 %,
représentant environ 18 000 décés par an en France. Le pronostic s’est néanmoins bien
amélioré au cours des 15 derniéres années : grace a I'amélioration globale de la prise en

charge, la mortalité, qui reste élevée, a tout de méme diminué de moitié en 10 ans.

L’'IDM est une pathologie aigué qui résulte, la plupart du temps, des complications de
I'athérosclérose, maladie chronique multifactorielle. Son développement comporte plusieurs
étapes, dont l'accumulation de lipoprotéines oxydées dans la paroi artérielle, qui
s’accompagnent d’'un état inflammatoire et de processus oxydatifs qualifiés de stress
oxydant. L’ensemble de ces phénoménes serait associé a un dysfonctionnement de
I'endothélium vasculaire. La dysfonction endothéliale est caractérisée en particulier par un
déséquilibre dans la production et la libération de substances aux fonctions vasodilatatrices,
anti-mitotiques et anti-thrombotiques (monoxyde d’azote, prostacycline, ...) et de substances
aux propriétés vasoconstrictrices, thrombogenes et prolifératives (anion superoxyde,
endothéline, angiotensine Il). Lorsqu’un tel déséquilibre se produit au sein de I’homéostasie
biochimique de ces cellules, sous linfluence, par exemple, des facteurs de risque
cardiovasculaire ou lors du vieillissement, cela conduit & une dysfonction endothéliale aigué

ou chronique [1].

Dans les coronaropathies et de surcroit en phase aigué d'IDM, les biomarqueurs sont
devenus incontournables, pour fournir des informations a la fois diagnostiques et
pronostiques, permettant de guider les stratégies thérapeutiques. En complément des
données cliniques, ils permettent de stratifier les niveaux de risque de morbi-mortalité, a
court et long terme, apportant une aide supplémentaire pour orienter la prise en charge des
patients [2,3]. Toutes les atteintes fonctionnelles myocardiques sont sous-tendues par des

altérations des métabolismes biochimiques tissulaires.

Durant la derniére décennie, de nombreux travaux ont étudié en particulier le réle du
fer, de son métabolisme ainsi que de sa régulation, dans les pathologies cardiovasculaires,

notamment dans linitiation et le développement de pathologies telles que linsuffisance



cardiaque et I'athérosclérose. Du fait de ses propriétés d’oxydo-réduction, le fer, qui est
capable de passer d’une forme ferreuse Fe®* (capable de réagir avec I'oxygéne) a une forme
ferrique Fe®* (quasiment insoluble) par échange d’un électron, joue un réle fondamental dans
les processus biologiques indispensables tels que la respiration mitochondriale, le transport
de I'oxygene ou l'activité de différentes enzymes. Mais c’est un élément paradoxal car, bien
qu’il soit essentiel, de par ses nombreux rbles précédemment cités, il est potentiellement
dangereux car il est capable, s'il est présent sous formes activées et en exces, de catalyser
la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ERO), a l'origine de dommages cellulaires et
tissulaires. Toutes ces réactions sont médiées par différentes voies de signalisation et les
caractérisations, il y a quelques années, de I’hormone de régulation du fer, 'hepcidine, et
tres récemment du facteur régulateur érythroide nommé érythroferrone ont ouvert de

nouvelles voies de recherche dans ce domaine [4,5].

La diméthyl-arginine asymétrique (ADMA), issue de la protéolyse de protéines
méthylées au niveau de leurs résidus arginine, est un inhibiteur compétitif endogéne des ‘NO
synthases (NOS) et des taux élevés d’ADMA sont significativement associés a une réduction
de la production de ‘NO circulant. L'ADMA, marqueur de dysfonction endothéliale, est
associée a la plupart des facteurs de risque cardiovasculaire. La diméthyl-arginine
symétrique (SDMA), le stéréo-isomére de 'ADMA, a une élimination exclusivement rénale et
est considérée, comme nous le verrons ultérieurement, comme un puissant marqueur de
fonction rénale. Des travaux récents suggérent que I'étude de I'évolution des taux de SDMA
serait capable de prédire la survenue d’événements cardiaques au-dela d’'une pathologie

rénale chronique [6].

Dans la phase aigué de I'DM, peu de travaux ont étudié ces biomarqueurs, qu'il
s’agisse des protéines régulatrices du métabolisme du fer, hepcidine et érythroferrone, ou
des dérivés de la L-arginine. Nous nous sommes alors proposés dans ce travail d’aborder
cette thématique. Nous rappellerons dans une premiére partie bibliographique le
métabolisme du fer, sa régulation et ses implications dans le cadre des pathologies
cardiovasculaires. Nous développerons 1) le role du stress oxydant dans ses relations avec
I'évolution des fonctions cardiovasculaires concomitantes a la phase aigué de I''DM et 2)
limplication possible des dérivés de la L-arginine au décours de cette phase initiale de I'IDM.
Nous nous sommes proposés dans une partie de ce document de thése de décrire les
méthodes d’identification et de quantification de différents composés associés au
métabolisme du fer et du 'NO. Aprés avoir validé ces différentes approches analytiques,
nous avons orienté nos travaux a l'interface entre la recherche fondamentale et le versant
clinigue. Les patients recrutés dans nos études étaient tous intégrés a I'obseRvatoire des

Infarctus de Céte d’Or (RICO) au sein du service de cardiologie du CHU de Dijon.
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. Métabolisme du fer

1. Introduction

Le fer est un cofacteur essentiel pour plusieurs enzymes impliguées dans les
réactions d'oxydo-réduction en raison de sa capacité a exister sous deux formes ioniques :
fer ferreux (Fe?"), capable de réagir avec I'oxygéne et fer ferrique (Fe*"), presque insoluble. I
est ainsi utilisé dans I'organisme pour assurer le transport de I'oxygéne ou catalyser des
réactions de transfert d’électrons, de fixation d’azote ou synthétiser TADN. Dans I'organisme,
un atome de fer change continuellement d’état d’'oxydo-réduction sous I'action d’oxydases ou
de réductases spécifiques. Toutefois, la capacité d'oxydo-réduction du fer, s’il est présent en
exces dans les tissus ou non pris en charge de fagon optimale, peut conduire & la production
d’espéces réactives de l'oxygéne (ERO), ce qui peut endommager divers composants
cellulaires. Pour cette raison, les niveaux de fer dans les tissus doivent étre finement
régulés. Différentes molécules sont impliquées dans I'absorption du fer, dans son stockage

par les hépatocytes et dans son export a partir des hépatocytes.

Deux classes de protéines sont impliquées dans le métabolisme du fer. Certaines sont
nécessaires au transport du fer dans les liquides de 'organisme, a son passage a travers les
membranes cellulaires, a son stockage dans les tissus sous forme disponible et non toxique
et des protéines ferroxydases ou ferriréductases, agissant dans les réactions d’oxydo-
réduction. D’autres utilisent le fer pour leur fonction et sont classées en fonction de I'atome
de fer dans la molécule, montrant les nombreuses fonctions différentes associées au fer. On

distingue ainsi :

- Les hémoprotéines (hémoglobine, myoglobine, cytochromes...) ou le fer est présent

sous forme d’héme, lié a quatre noyaux pyrroles d’'une molécule de porphyrine IX.

- Les protéines a centre fer-soufre ol des atomes de fer sont liés de facon covalente a
des atomes de soufre, structures elles-mémes liées par l'intermédiaire de résidus de

cystéine.

- Des protéines enzymatiques ou un seul atome de fer est présent au site actif associé
a des acides aminés (exemple des enzymes de la famille des dioxygénases

oxoglutarate-dépendantes).

La découverte de I'hepcidine, avec son rble de régulateur du fer ainsi que de son
mécanisme d'action, a conduit a une meilleure compréhension de la physiopathologie des

troubles du métabolisme du fer en pathologie humaine et offre un nouveau potentiel clinique
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en termes de diagnostic et de thérapie. L'hepcidine est apparue comme la molécule centrale
de régulation de I'hnoméostasie systémique du fer. Les connaissances sur la fagon dont
I'nepcidine exerce sa fonction de régulation et sur les processus moléculaires qui régulent sa
production sont largement basées sur des études chez I'animal et in vitro. L'hepcidine est un
peptide sécrété principalement par les hépatocytes. Elle entraine une down-regulation de la
ferroportine, le seul exportateur connu du fer, et inhibe ainsi la sortie du fer des entérocytes
duodénaux, des macrophages et des hépatocytes dans la circulation sanguine. L’expression
de I'hepcidine est régulée positivement par la charge corporelle en fer. Bien que les
mécanismes sous-jacents impliqués dans I'expression de I'hepcidine régulée par le fer
n‘aient pas été complétement élucidés, plusieurs protéines participant a ce processus ont été

identifiées.

2. Le fer dans I’organisme

La quantité totale de fer chez un adulte de 70 kg est d'environ 4 g, dont les deux tiers
sont représentés par le fer contenu dans les globules rouges et 300 mg est contenu dans la
myoglobine des muscles. La majeure partie du fer plasmatique est dirigé vers la moelle
osseuse pour l'érythropoiése. Plus de 2 millions de nouveaux érythrocytes sont produits
chague seconde par la moelle osseuse, ce qui nécessite un apport quotidien d'au moins 20 a
30 mg de fer. Par conséquent, la majorité du fer héminique provient du recyclage des
érythrocytes sénescents par les macrophages du systeme réticulo-endothélial (figure 1).
Seulement 1 & 2 mg de I'apport quotidien de fer provient de I'absorption intestinale, ce qui, a
'état de base, est suffisant pour compenser la perte insensible de fer, résultant de
I'exfoliation des cellules épithéliales, de la desquamation des cellules de la peau et de pertes
sanguines mineures. D’'importantes quantités de fer sont également présentes dans les
macrophages (jusqu'a 600 mg), tandis que I'exces de fer (~ 1 g) est stocké dans le foie. Pour
garantir I'équilibre des taux de fer dans l'organisme et éviter une surcharge en fer, les
cellules des mammiféres régulent les taux de fer a travers son absorption et son export, car

I'organisme n’a aucun moyen pour éliminer le fer absorbé en exces.
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Dietary iron absorption
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Seric IRON
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Figure 1 : Distribution du fer dans le corps humain d'un adulte. Un adulte de 70 kg a
environ 4 g de fer corporel total. La plupart de ce fer circule dans I'hémoglobine des globules
rouges. L’organisme absorbe seulement 1-2 mg par jour a partir d'une alimentation
contenant 10-15 mg de fer. (D’aprés Gudjoncik et al [7] ; article intégré dans ce document de

Thése ultérieurement.)



2.1 Sources nutritionnelles de fer

Le maintien de concentrations stables en fer, intracellulaires et extracellulaires,
nécessite la régulation coordonnée du transport du fer dans le plasma a partir de sources
alimentaires absorbées dans le duodénum, a partir des globules rouges sénescents recyclés
par les macrophages et de son stockage dans les hépatocytes. Chez 'lhomme, les indices
représentant le statut du fer dans l'organisme les plus couramment utilisés sont le taux
d’hémoglobine, le coefficient de saturation de la transferrine (CST) ainsi que la ferritine
sérigue. La carence martiale et 'anémie associée peuvent contribuer a une efficacité
énergétique réduite, a une capacité aérobie abaissée ainsi qu’a une diminution de

I'endurance et a I'apparition de fatigue musculaire et générale.

La carence martiale (CM) est la carence nutritionnelle la plus courante dans le
monde. Lorsque les apports en fer ne parviennent pas a répondre aux demandes
physiologiques ou augmentées dans certaines situations, par exemple, en raison de
saignements ou lors d’'une absorption insuffisante, les réserves en fer s’épuisent et la
carence en fer se développe. Différents types de carence en fer existent en clinique. La
classification commune distingue la carence martiale absolue (CMA), la carence
fonctionnelle en fer (CMF), et la séquestration du fer [8]. La supplémentation en fer par voie
orale est souvent suffisante pour traiter la carence absolue en fer et la carence en fer |égére
a modérée. En cas de carence en fer grave et de carence fonctionnelle en fer, la
supplémentation en fer par voie intra-veineuse (IV) est souvent plus efficace. Un certain
nombre de préparations de supplémentations en fer par voie orale et IV sont disponibles.
Les préparations a base de fer par voie orale comprennent les sels de fer, les complexes de
fer polysaccharidiques et des combinaisons de fer, par exemple avec de l'acide folique ou la

vitamine C [9].

Il existe trois sources de fer dans [l'alimentation: le fer alimentaire natif (soit
héminique, soit non héminique), la supplémentation en fer (fer non héminique ajouté
volontairement dans la nourriture par l'industrie) et le fer contaminant (fer non-héminique
incorporé dans la nourriture de fagon involontaire, résultant soit de réactions biochimiques,

soit de procédés mécaniques durant la préparation de la nourriture) [10].

Les principales sources alimentaires de fer sont les céréales et la viande. Les
sources de fer non héminique et héminique sont répertoriées dans le tableau 1 de la revue
« lron, oxidative stress, and redox signaling in the cardiovascular system », parue dans
Molecular Nutrition & Food Research et présentée dans ce document de These (Gudjoncik
A, Guenancia C, Zeller M, Cottin Y, Vergely C, Rochette L. Iron, oxidative stress, and

redox sighaling in the cardiovascular system. Mol Nutr Food Res 2014;58:1721-38.
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doi:10.1002/mnfr.201400036.) [7]. Les formes chimiques de fer dans la nourriture influencent
la quantité absorbée par le tractus gastro-intestinal et dans la circulation sanguine. La
biodisponibilité relativement faible du fer a partir des céréales et des légumineuses est due a
la teneur en acide phytique de ces aliments. Les inhibiteurs de Iabsorption du fer
comprennent les phytates, les polyphénols, les protéines de soja et le calcium, tandis que la
viande et I'acide ascorbique améliorent I'absorption du fer [11]. Le fer nutritionnel provient de
deux sources, héminique et non héminique. Le fer héminique est obtenu a partir des viandes
et est plus facilement absorbé que le fer non héminique, obtenu a partir de la consommation
de céréales et de Iégumes. L'hnéme est absorbé en tant que complexe de porphyrine stable,
non affecté par d'autres composants alimentaires. L'héme est hydrophobe et diffuse donc

passivement a travers les membranes plasmatiques.

L'absorption du fer héminique est cing a dix fois plus grande que celle du fer non
héminique. Bien que I'neme ne représente que 10 a 15% du fer alimentaire dans les
populations carnivores, il peut représenter prés de 40% du fer absorbé au total. Parce que
I'absorption du fer héminique est constante et indépendante de la composition de la viande,
la contribution en fer héminique peut étre facilement calculée a partir de relevés alimentaires
[12].

Récemment, cependant, un transporteur intestinal de ’'héme a été identifié et appelé
protéine porteuse de I'heme 1 (HCP1). Ce transporteur est abondamment exprimé sur la
bordure en brosse des entérocytes du duodénum [13]. En ce qui concerne le fer non
héminique, il existe sous la forme de complexes "libres". L'absorption du fer est fortement
influencée a la fois par le statut en fer du sujet et par un grand nombre de facteurs
alimentaires. L'absorption du fer a partir de l'alimentation est ainsi déterminée plus par la

composition d'un repas que par la quantité de fer présente dans I'alimentation.

Huit enzymes, qui sont divisées entre les mitochondries et le cytoplasme, sont
impliquées dans la biosynthése de I'héme. L'héme est généré dans la matrice
mitochondriale. La premiére étape dans la biosynthése de I'hnéme chez les mammiféres est
catalysée par I'enzyme acide 5-aminolévulinate (ALA) synthase (ALAS). L'ALAS catalyse la
condensation de la glycine avec le succinyl-CoA pour former I'ALA et le CO2. La protéine
mature est située dans la matrice mitochondriale. Une fois que I'ALA est produite par 'ALAS,
il est exporté hors de la matrice mitochondriale pour atteindre la deuxieme enzyme de la
voie. L'étape terminale de synthése de I'héme est linsertion de fer ferreux dans le
macrocycle protoporphyrine 1X pour produire le protoheéme IX (héme) [14]. Ceci est catalysé

par I'enzyme ferrochélatase, qui est synthétisée dans le cytoplasme comme une préprotéine



et est transportée vers la matrice mitochondriale, ou elle est associée a la membrane
mitochondriale interne [15] (figure 2).

The transferrin
cycle

Endocytose

Apical

ENDOSOME Ferritin
&

[Fe-S]

Mitochondria

Ferritin
Succinyl CoA (Hand L)

(cycle de Krebs)

Ferroportin
FPN1

Hepcidin

Apo-Tfk&/

Figure 2 : Contréle de I'hnoméostasie du fer dans les entérocytes. Le complexe Fe®" -
Tf se lie au TfR sur la surface de la cellule et subit une endocytose médiée par récepteur. Le
Fe** relargué est réduit en Fe?" par la ferriréductase steap3 au sein de I'endosome avant son
export de I'endosome par le transporteur DMT1. Le Fe?* non utilisé ou non stocké dans la
ferritine est exporté par la ferroportine. A l'intérieur de la matrice mitochondriale, le fer peut
étre dirigé vers différentes voies de signalisation incluant la biogenese du cluster fer-soufre
(Fe-S). Dans les mitochondries, les clusters sont régulés strictement par un transporteur :
cassette de liaison a I'ATP (ABC) transporteur (ABCB7). La premiére étape dans la
biosynthése de I'héme chez les mammiféres est catalysée par l'enzyme synthase 5-
aminolévulinate(ALA) synthase (ALAS). Cette ALAS catalyse la condensation de glycine
avec le succinyl-CoA pour former ALA et CO2. L'étape terminale de la synthése de I'néme
est l'insertion de Fe?* dans la protoporphyrine pour produire le protohéme (héme). (D’aprés
Gudjoncik et al [7] ; article intégré dans ce document de Thése ultérieurement.)
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2.2 Transport et stockage du fer

Le fer circulant dans le plasma n’étant pas soluble, il est lié a la transferrine,
synthétisée par le foie. Cette protéine est bilobée, chaque lobe pouvant fixer un atome de fer
ferrigue avec une haute affinité, transportant ainsi les atomes de fer de ses sites de
libération, entérocytes et macrophages du systéme réticulo-endothélial, vers les tissus
périphériques, en particulier les proérythroblastes et les cellules de la moelle osseuse. Ces
cellules expriment a leur surface des récepteurs spécifiques a la transferrine (RTf)
permettant de capter le fer du plasma. La saturation de la transferrine varie en fonction du
statut en fer de I'organisme est donc déterminée par I'absorption intestinale du fer, par le
recyclage de fer héminique par les macrophages ainsi que par l'activité érythropoiétique de

la moelle osseuse.

Dans les conditions physiologiques, la saturation de la transferrine est d’environ 30%.
Ce taux de saturation a été I'un des premiers paramétres biologiques d’évaluation du statut
en fer de I'organisme et joue un réle majeur dans le contréle de la synthése de I'’hepcidine
par la voie HFE-TfR2.

Le fer peut apparaitre dans le plasma sous forme libre, non lié a la transferrine,
guand la capacité de fixation de la transferrine est saturée. Il pénetre alors dans les cellules
par diffusion passive facilitée ou par le biais d’'un systéme de transport. Il peut ainsi
provoquer la survenue d’une surcharge tissulaire, surtout au niveau du foie et du cceur,

entrainant ainsi des dommages cellulaires.

Le stockage du fer dans les cellules nécessite qu’il soit associé a la ferritine, protéine
de stockage qui protége la cellule de la toxicité du fer et qui est capable de le rendre
disponible rapidement en cas de besoin. Les principales réserves en fer se trouvent dans le
foie et dans la rate. Il existe également une ferritine mitochondriale qui posséde une activité
ferroxydasique indispensable a la captation du fer. Elle est exprimée dans les
cardiomyocytes et aussi dans les neurones et les spermatozoides. Elle est aussi retrouvée
dans les mitochondries des sidéroblastes lors d’anémie sidéroblastique génétique ou

acquise [16].

Bien que la ferritine soit une protéine principalement intracellulaire, sa fraction
circulante plasmatique est proportionnelle au stock intracellulaire. Le dosage de la ferritine
sériqgue permet ainsi I'évaluation des réserves en fer de I'organisme [17]. Sa concentration
sérique se situe entre 20 et 200ug/L et une carence en fer est diagnostiquée par une

concentration inférieure & 20 ug/L. Plusieurs causes peuvent étre a [lorigine d’une

augmentation de la ferritine. Par exemple, une surcharge en fer entraine une augmentation
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de la concentration en ferritine aussi bien dans les cellules que dans le sérum, la synthése
de ferritine étant activée par le fer. La ferritinémie augmente également en cas
d’'inflammation, dans le syndrome métabolique, dans la maladie de Still ainsi que dans le

syndrome héréditaire cataracte-hyperferritinémie.

2.3 Absorption intestinale du fer

L'absorption du fer alimentaire, qui est présent soit sous forme héminique, soit sous
forme non-héminique, est effectuée par les entérocytes matures des villosités du duodénum
et du jéjunum proximal. Une grande partie du fer alimentaire qui entre dans la lumiére du
duodénum est sous la forme oxydée ou ferrique et, par conséquent, doit étre réduit avant de
pouvoir étre absorbé par les entérocytes [18]. La réduction du fer est principalement réalisée
par voie enzymatique par une réductase ferrique située dans la bordure en brosse. La figure

2 représente le contrdle de 'homéostasie du fer dans I'entérocyte.

Comme le fer n’est pas un élément soluble, il ne peut pas traverser les membranes
cellulaires spontanément. Il existe un systéeme complexe de transporteurs qui assure ce
passage ; ces transporteurs sont différents, a la fois en fonction de la nature héminique ou

non du fer et a la fois selon s’il est associé ou non a une protéine porteuse.

L’identification de ces transporteurs et d'autres protéines intervenant dans
l'absorption du fer alimentaire non héminique et héminique a grandement amélioré la

compréhension de ce processus, qui est au centre du contréle de 'homéostasie du fer.

Le fer non héminique est absorbé via le transporteur DMT1 (divalent metal
transporter 1) et le cytochrome duodénal b (DCYTB), qui ont une activité réductase ferrique
et qui catalysent la réduction du fer ferrique en fer ferreux dans le procédé de l'absorption du

fer. Ces réductases sont présentes a la membrane apicale de l'intestin gréle proximal.

DMT1 est un transporteur transmembranaire de cations divalents a large spectre (fer,
zinc, manganeése, cuivre, cobalt...), qui a une plus forte affinité pour le fer. Le transport du fer

via DMT1 est dépendant du pH et est couplé a un transport de proton.

Il existe deux isoformes de la protéine DMT1, qui different & leur extrémité C-
terminale. Le profil d’expression de DMT1 et de ses isoformes varie en fonction des tissus.
Leurs rdles sont spécifiques dans l'absorption du fer en fonction des tissus et il existe un
adressage intracellulaire différentiel de la protéine entre les différentes isoformes [19]. La

guantité de fer absorbé par les entérocytes est influencée par divers facteurs, comprenant
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les variations de réserves en fer de l'organisme, le taux de globules rouges, I'hypoxie,

l'inflammation et la grossesse [20].

Le complexe Tf-TfR est internalisé dans un compartiment endosomal unique ou
I'acidification de 'endosome conduit a la libération du fer ferrique. Le fer ferrique est ensuite
réduit en fer ferreux et transporté a travers la membrane endosomale par DMT1. La
réductase ferrique endosomale responsable de la réduction du fer ferrique dans les cellules
érythroides a récemment été identifiée : steap3 (6-transmembrane epithelial antigen of the
prostate 3) [21].

Malgré l'importance manifeste de I'héme alimentaire comme source de fer dans
l'organisme, le mécanisme par lequel les entérocytes captent 'héme et le catabolisent pour
utiliser le fer est mal compris. L'héme est dégradé a travers des vésicules d’internalisation
dans les 2-3 heures aprés son absorption par endocytose médiée par des récepteurs. Le
réle des hemes oxydases (HO) localisées dans les entérocytes a maintenant été démontré
[22]. L'HO est une enzyme qui catalyse I'oxydation de I'héme a l'aide du cytochrome P-450,
de la NADPH, d'oxygéne moléculaire produisant du CO, du fer et de la biliverdine [23]. Trois
isoformes d’'HO ont été caractérisées : une forme inductible (HO-1), qui est uprégulée en
particulier dans la rate et le foie en réponse a différents types de stress, et deux formes
constitutives (HO-2 et HO-3). HO-1 et HO-2 sont les produits de génes différents (ho-1, ho-2,
également nommés hmox1, hmox2). HO-1 est produite & un niveau élevé d'expression dans
la rate et d'autres tissus qui dégradent les globules rouges sénescents, comme les cellules
spécialisées réticulo-endothéliales du foie et de la moelle osseuse, mais elle est également
présente dans les entérocytes [24]. L'HO-2 est exprimée de facon constitutive dans certains
tissus (cerveau, foie, intestin et testicules) et est impliguée dans les processus de
signalisation et de régulation. L’'HO-2 possede trois résidus cystéine qui modulent |'affinité
pour 'heme, alors que HO-1 n’en n’a pas. Il est probable que les résidus de cystéine dans
HO-2 soient impliqués dans une forme d'interactions protéine-protéine liées aux rbles de
signalisation de la protéine [25]. L'existence d'une troisitme isoforme de I'HO, HO-3, a été
rapportée chez le rat. La transcription de 'HO-3 a été retrouvée dans une série d'organes,
comprenant la rate, le foie, les reins et le cerveau [26]. De toute évidence, le réle de HO-1 et

HO-2 dans les entérocytes doit étre étudié en situations pathologiques.
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3. Réqulation du fer

Plusieurs protéines, telles que la transferrine, la ferritine, 'hémosidérine, I'hepcidine
et la ferroportine, exercent des fonctions cruciales dans le maintien de I'homéostasie
systémique de fer. Les macrophages jouent un réle important dans I'exécution des cascades
de régulation qui conduisent a des variations des taux de fer systémique. Schématiquement,
le site principal de I'absorption du fer est l'intestin gréle, mais la plupart du fer est recyclé par
le systeme des monocytes-macrophages via la phagocytose des érythrocytes sénescents.
Dans la circulation, le fer est généralement lié a la transferrine (Tf), et la majeure partie du
fer lié a la Tf est utilisé pour I'érythropoiése de la moelle osseuse. Dans les cellules, le fer est
stocké dans les protéines hémosidérine ou ferritine. Le fer est le seul micronutriment connu
pour avoir une hormone de régulation, I'hepcidine, qui est régulée a la fois selon I'état
nutritionnel et selon les infections. L’hepcidine est principalement synthétisée dans le foie.
Elle agit en tant que régulateur négatif du taux de fer et sa production est augmentée dans la
surcharge en fer et dans l'inflammation. Le fer intracellulaire est libéré dans la circulation par
la ferroportine (FPT). Le fer est reversé a la Tf et réutilisé pour I'érythropoiése de la moelle
osseuse. L'hepcidine se lie a l'exportateur de fer FPT, ce qui entraine sa dégradation,
inhibant ainsi I'absorption intestinale du fer, son export cellulaire et la libération du fer par le

systeme réticulo-endothélial.

Des processus physiologiqgues multiples sont impligués dans le maintien de
I'hnoméostasie du fer. Ceux-ci comprennent son stockage aux niveaux intracellulaires et
extracellulaires. Le contrdle de la balance du fer dans l'organisme entier nécessite une
communication entre les sites d’absorption, d’utilisation et de stockage. Les transporteurs de
protéines clés et les molécules qui régulent leurs activités ont été récemment identifiés. La

ferritine et '’hepcidine sont les principales protéines régulatrices.

La régulation intracellulaire du métabolisme du fer est assurée par le systeme
IRE/IRP alors que la régulation systémique du métabolisme du fer est principalement sous

dépendance de I'hepcidine.

3.1 ROle de la ferritine et du systéeme de réqulation intracellulaire du
métabolisme du fer IRE/IRP

Des processus physiologiques multiples sont impligués dans le maintien de
I'noméostasie du fer. Ceux-ci comprennent le stockage du fer aux niveaux intracellulaire et

extracellulaire. La ferritine est la principale protéine de stockage du fer. Elle est composée de
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24 sous-unités, qui se replient en un faisceau de 4 hélices, formant une enveloppe de
protéines presque sphérique. Il existe un équilibre fort entre le fer li¢ a la ferritine (Fe**) et le
pool de fer labile contenu dans les cellules (Fe"), par lequel la ferritine empéche la formation
d'espéces réactives de l'oxygéne, induites par la réaction de Fenton. Différents types de
cellules contiennent un pool cytosolique transitoire de fer, probablement lié a des chélateurs
intracellulaires de faible masse moléculaire, tels que le citrate, divers peptides, I'ATP, TAMP
ou le pyrophosphate. Ce pool de fer labile a une activité redox et sa concentration est
déterminée par les taux d’absorption du fer, son utilisation pour l'incorporation dans les

enzymes du fer, le stockage dans la ferritine et I'export de la cellule.

La ferritine est synthétisée essentiellement par le foie et les macrophages. Elle est
ubiquitaire mais surtout présente dans le foie, la rate et la moelle osseuse. Une mole de
ferritine, dont le poids moléculaire est de 440 000 daltons, fixe et stocke environ 4500

atomes de Fe®*.

Il existe deux sous-unités fonctionnellement et génétiquement distinctes de ferritine :
la L-ferritine et la H-ferritine (également connues sous le nom de ferritine & chaine légere
et de ferritine a chaine lourde). Ces deux sous-unités coopérent pour le stockage du fer : la
sous-unité H a une activité catalytique ferroxydase capable d’oxyder Fe?" en Fe®" et la sous-
unité L favorise la formation d’un noyau d’hydroxy-phosphate ferrique. Par sa capacité a
limiter le fer libre intracellulaire, la sous-unit¢é H joue un réle dans les défenses anti-
oxydantes de la cellule [27]. La ferritine se trouve dans le cytoplasme, le noyau et les
mitochondries des cellules. La ferritine sérique est considérée comme le reflet des réserves
en fer de l'organisme et augmente en tant que sous-produit sécrété par la synthese
intracellulaire de ferritine. Le fer cellulaire est stocké principalement dans le cytoplasme,
mais des organites tels que les mitochondries sont les principaux utilisateurs du fer

métaboliquement actif [28].

La régulation de la synthése de la ferritine par le fer est principalement due a une
régulation post-transcriptionnelle qui dépend de [linteraction entre une protéine
cytoplasmigue nommée « iron regulatory protein» (IRP), jouant le réle de senseur du fer et
un motif ARN trés conservé, nommé «iron responsive element» (IRE). Les motifs
nucléotidiques IRE sont des motifs d’environ 30 nucléotides qui adoptent une structure tige-
boucle et qui se trouvent dans la région 5 non codante des ARNm H- et L-ferritine, de
'’ARNm ferroportine et de TARNm ALAS-2. Certains motifs IRE ont également été identifiés
dans la région 3’ non codante dARNm codant pour des protéines impliquées dans le
transport du fer (RTf1, isoforme | de DMT1). Il existe deux formes moléculaires différentes de

l'IRP, IRP1 et IRP2, qui présentent une forte affinité de liaison aux IRE a I'état natif. La
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fixation d’'une molécule IRP sur un IRE présent dans la partie 5 non-codante réprime la
traduction alors que la fixation sur un IRE présent dans la région 3’ non codante stabilise
ARNm. La régulation de la synthése de la ferritine se fait par cette régulation post-
transcriptionnelle, via la liaison de IRP1 et IRP2 au motif IRE situé dans la région 5 de
’ARNm ferritine. IRP1 et IRP2 sont tous deux exprimés de facon ubiquitaire dans la plupart
des tissus. En plus de la régulation médiée par le fer, le stress oxydant est capable de
moduler l'activité de IRP1 et IRP2. Ce processus est régulé au niveau transcriptionnel par un
élément sensible aux antioxydants « antioxidant-responsive element » (ARE) [29]. Le r6le du
‘NO dans la régulation du systeme IRP/IRE est bien établi [30]. Le 'NO induit I'expression
de la FPN, protéine transmembranaire responsable de l'export de fer a partir des
macrophages, et est associé a l'activation du facteur de transcription nucléaire érythroide
(Nrf2) [31]. Etant donné les circuits de régulation établis entre I'activité de la NO synthase
(NOS) et I'homéostasie du fer, il a été émis I'hypothése que I'homéostasie du fer et la
biologie du ‘NO sont interconnectées. Des études récentes ont montré que fer héminique a
de I'hémoglobine, sous sa forme oxygénée Fe®, et la NOS, sont dans un complexe

macromoléculaire et peuvent former une interaction directe protéine-protéine [32].

3.2 Rble de la transferrine

L’homéostasie du fer cellulaire s’accompagne de I'expression régulée et coordonnée
de la ferritine et d'autres protéines incluant la transferrine (Tf). Les cellules ont des
récepteurs a la transferrine (TfR) qui interviennent dans le métabolisme du fer. Le fer est
importé par I'endocytose de Tf chargée en Fe® qui interagit avec ses TfRs (TfR1 et TfR2)
dans une boucle de rétroaction étroitement régulée, contrblée aux niveaux génétique et
protéique. La Tf est une protéine monomérique de 76 a 81 kDa, comprenant deux lobes de
structure similaire (appelés lobes N et C), dont chacun contient un unique site de liaison au
fer. La Tf plasmatique est un chélateur puissant, capable de fixer du fer fortement, mais de
maniére réversible. La chélation du fer par la Tf sert & maintenir Fe** dans une forme soluble
dans un état redox inerte, empéchant ainsi la génération de radicaux libres toxiques [33].
TfR1 (aussi connu sous le nom de CD71) est exprimé de facon ubiquitaire & de faibles
niveaux dans la plupart des tissus humains normaux. TfR2 est une protéine qui est
hautement homologue a TfR1 mais dont I'expression est limitée aux hépatocytes. Servant de
principale porte d'entrée a la Tf liée au fer dans les cellules, TfR1 est un récepteur de type Il
qui se situe sur la membrane cellulaire externe. Le complexe Tf-TfR est internalisé par
l'intermédiaire des fosses recouvertes de clathrine et ensuite métabolisé dans le lysosome

[34]. L’'homéostasie du fer est contrélée par la Tf, ainsi que par d'autres moyens. Dans ce
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contexte, il existe une relation entre les TfRs et des peptides tels que I'hnepcidine, qui semble
étre impliguée dans la voie finale commune vers laquelle les composants du réseau de

régulation convergent pour contrbler le métabolisme du fer tissulaire.

3.3 Role de I’hepcidine

Il'y a dix ans, I'hepcidine, un peptide antimicrobien doté de propriétés de régulation
du fer, a été découvert comme étant un acteur majeur dans la régulation du fer en
physiopathologie. L'hepcidine est principalement synthétisée dans les hépatocytes, sécrétée
par les hépatocytes et excrété par le rein. Dans la carence en fer ou dans l'anémie
hémorragique ou hémolytique, la production d'hepcidine dans les hépatocytes diminue. Dans
ces situations, a la fois I'absorption du fer dans le duodénum et la libération du fer a partir
des réserves sont fortement augmentées. Chez les patients souffrant d'anémie ou de

maladie chronique, I'nepcidine est surexprimée [35].

L’hepcidine est un peptide hormonal produit par le foie, qui contréle directement le
taux de fer dans l'organisme et joue donc le rOle de régulateur central de 'homéostasie
martiale. L’hepcidine se fixe sur la ferroportine, le seul exportateur de fer connu, a la surface
des entérocytes, des hépatocytes et des macrophages. Cette interaction provoque
lubiquitinylation, I'internalisation et la dégradation de la ferroportine, entrainant ainsi la

séquestration du fer dans ces cellules [36] (figure 3).
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Figure 3: Reégulation du meétabolisme du fer systémique et expression de
I'hepcidine. Les entérocytes incorporent le fer via le transporteur DMT1 (divalent metal
transporter 1) situé sur la membrane apicale lors de la réduction de Fe®* en Fe?" par une
ferriréductase. L’hepcidine hépatique régule la sortie de fer des cellules en régulant I'activité
de la ferroportine (FPN). La synthese et la sécrétion d'hepcidine par les hépatocytes sont
influencées par les taux de fer en relation avec les infections et l'inflammation. L’hepcidine se
lie préférentiellement a la glycoprotéine plasmatique activée a2- macroglobuline (a2M). Les
macrophages et la rate reconnaissent les érythrocytes endommagés ou sénescents, les
phagocytent et les digérent pour en extraire 'héme et le fer. L’héme est dégradé par l'action
de I'néme oxygénase-1 (HO-1) pour libérer le fer. Les macrophages exportent le Fe*" via la
FPN, dans un procédé couplé par la réoxydation de Fe?* en Fe**. L’héphaestine aide ces
réactions en convertissant Fe?* en Fe®', qui est alors lié & la transferrine (Tf). Dans la
circulation, le fer est lié a la Tf. La Tf posséde des récepteurs (TfR) qui interviennent dans le
métabolisme du fer. (D’aprés Rochette et al [37] ; article intégré dans ce document de These
ultérieurement.)

DMT1 : co-transporteur Fe(ll)-proton : divalent metal transporter 1 ; FPN : ferroportine ; HO-1 : héme
oxygénase-1 ; Tf : transferrine ; TfR : récepteur de la transferrine.

18



3.3.1 Taux d’hepcidine

L'hepcidine a été découverte par trois laboratoires travaillant indépendamment [38—
40]. Le laboratoire de Tomas Ganz a inventé le nom hepcidine, parce que le géene est
fortement exprimé dans le foie (hep-) et fut découvert initialement pour posséder une activité
microbicide (-cidine). Les effets bactériostatiques des protéines de liaison du fer avaient déja
été reconnus dans les années 1940. Il a été noté que des protéines spécifiques se liant au
fer dans le blanc d'ceuf (ovotransferrine) et dans le sang (transferrine) inhibaient la
croissance de certaines bactéries ; effet facilement réversible en ajoutant du fer. Il existe des
différences considérables entre les niveaux d’hepcidine en fonction de la méthode utilisée
pour effectuer la mesure. Les valeurs absolues de concentrations de I'hepcidine different

largement entre les méthodes [41].

A ce jour, les concentrations d'hepcidine sériques ont seulement été évaluées dans
de petites séries de volontaires sains et de patients. Dans un échantillon bien phénotypé de
la population générale (n = 2998), une étude récente a évalué les normes de référence
stratifiées des concentrations d’hepcidine sérique selon 'age et le sexe. Pour une méme
tranche d’age, les concentrations d’hepcidine varient entre les hommes et les femmes. Les
hommes ont une concentration stable d'hepcidine, méme si une tendance non significative a
une augmentation liée a I'age de I'hepcidine sérique avait été préecédemment rapportée dans
une étude portant sur 65 hommes. Chez les femmes, la concentration d'hepcidine sérique
est sensiblement plus élevée chez les femmes en post-ménopause qu’avant la ménopause.
La concentration sérique médiane d’hepcidine chez les hommes est de 7,8 nM, tandis que
chez les femmes, elle est de 4,1 nM pour les femmes de moins de 55 ans et de 8,5 nM pour
les femmes ageées de 55 ans et plus [42]. Il n'y a actuellement aucune preuve pour soutenir
une variation circadienne du taux d’hepcidine, qu’elle soit primaire ou secondaire.
Cependant, des variations nycthémérales d’hepcidine existent probablement et seraient
secondaires a des variations de l'apport en fer pendant la journée. La ferritine sérique
posséde la concentration la plus corrélée a la concentration sérique d’hepcidine [43]. Dans
I'étude biomédicale Nijmegen, I'hepcidine et le ratio hepcidine/ferritine, qui refléte
I'expression de I'hepcidine par rapport aux réserves en fer, étaient significativement
associées a la présence de plaques d'athérome chez des femmes ménopausées [44]. Il a
été émis I'hypotheése que des taux élevés d’hepcidine pourraient augmenter le risque
cardiovasculaire en ralentissant ou en empéchant la mobilisation du fer par les

macrophages.
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3.3.2 Structure de I’hepcidine (figure 4)

L’hepcidine est synthétisée dans le foie sous forme d'une préprohormone de 84
acides aminés et est destinée a la voie de sécrétion par une séquence de ciblage N-terminal
de 24 acides aminés. La prohepcidine en résultant, de 60 acides aminés, est ensuite traitée
dans sa partie C-terminale pour donner un peptide mature actif de 25 acides aminés (~ 2,7
kDa) qui est sécrété dans la circulation. L'hepcidine humaine, contenant 25 acides aminés,
contient quatre liaisons disulfure et I'hepcidine urinaire est riche en feuilles 8. L'hepcidine a
une forme d’épingle stabilisée par quatre ponts disulfure [45]. En conditions physiologiques,
les parties tronquées N-terminales de I'hepcidine-20, -22 et -24 ont été retrouvées dans les
urines, mais sont absentes ou existent a de trés faibles concentrations dans le plasma. Ces
isoformes de I'hepcidine, plus petites, se retrouvent principalement dans le plasma au cours
de maladies qui sont associées a des concentrations d'hepcidine augmentées de maniére
significative, telles que la septicémie et l'insuffisance rénale. Les concentrations d’hepcidine
sont augmentées chez les patients atteints de maladie rénale chronique. Cela pourrait étre
expliqué par linflammation, qui accompagne souvent linsuffisance rénale. Cependant,
méme des patients sans inflammation significative ont des taux élevés d'hepcidine qui
augmentent progressivement avec la sévérité de l'atteinte rénale. Comme I'hepcidine est
filtrée, au moins partiellement, par les reins, la diminution de la fonction rénale contribue
probablement a ce phénoméne. Cette hypothése est étayée par un certain nombre d'études
qui ont montré une corrélation inverse entre le débit de filtration glomérulaire et la
concentration sérique d'hepcidine [46]. L'hepcidine-25 a deux fonctions, a la fois
antimicrobiennes et de régulation du fer, alors que I'hepcidine-22 et I'hepcidine-20 ont
seulement une activité antimicrobienne. Il reste encore beaucoup a découvrir sur l'origine de
ces petites isoformes. Au cours d'un stockage prolongé de plasma a température ambiante,
il a été observé qu'une diminution de [I'hepcidine-25 plasmatique était corrélée a
'augmentation des taux des isoformes d'hepcidine-24, -22 et -20. Cela signifie que tous les
déterminants de la conversion de I'hepcidine-25 en ces petites isoformes inactives sont
présents dans la circulation, ce qui pourrait contribuer a la suppression fonctionnelle de
I'hepcidine-25, qui est significativement plus élevée chez des patients présentant une

insuffisance rénale [41].

Dans une étude histologique conduite au Laboratoire, nous avons constaté que
I'nepcidine était exprimée de maniére prédominante dans les hépatocytes autour des veines
portes dans le foie de souris. Fait intéressant, la coloration de la ferroportine a également été
retrouvée de facon beaucoup plus abondante dans les zones périportales. Les modalités

expérimentales sont détaillées dans la figure 5.
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Figure 4: Hepcidine : séquence d’acides aminés et structure. L’hepcidine est
synthétisée sous forme d'une préprotéine de 84 acides aminés. Une pro-protéine convertase
est responsable du clivage de la prohepcidine en hepcidine. Le peptide humain d’hepcidine
contenant 25 acides aminés contient quatre liaisons disulfure. Le domaine N-terminal
interagit avec la ferroportine. (D’aprés Rochette et al [37] ; article intégré dans ce document
de Thése ultérieurement.)

3.3.3 Métabolisme de I’hepcidine

La liaison aux protéines porteuses peut empécher I'hepcidine circulante d'étre
librement filtrée [46]. L'hepcidine se lie préférentiellement a une glycoprotéine plasmatique,
a2-macroglobuline (a2M) et a I' a2M activée par la méthylamine (a2M-MA). L’a2M, qui est
composée de sous-unités ayant des structures tétramériques chez les vertébrés, protége
'organisme d’infections diverses et, par conséquent, peut étre utilisé comme un biomarqueur
pour le diagnostic et le pronostic d'un certain nombre de maladies [47]. L'hepcidine se lie a la
forme activée par la méthylamine de I'a2M via 4 sites de liaison de haute affinité. En plus de
leur liaison a I'hepcidine, les deux a2Ms se lient a de nombreuses hormones et a des
cytokines telles que I'lL-6. Le complexe hepcidine-a2M activée et native diminue

significativement I'expression de la FPN.
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La clairance de I'hepcidine est supposée se produire via sa codégradation cellulaire
avec la FPN sur ses sites d'action, et via I'excrétion par les reins. En raison de son faible
poids moléculaire et de son volume spatial réduit, I'hepcidine non liée est probablement
librement filtrée au niveau glomérulaire. Une production tubulaire locale possible d'hepcidine,
de la méme maniére qu'une potentielle réabsorption tubulaire défectueuse d'hepcidine
doivent également étre prises en compte dans l'interprétation des taux urinaires d’hepcidine,
comme un « miroir » des concentrations sériques d'hepcidine [48]. Récemment, il a été
démontré une corrélation directe entre I'hepcidine-25 et la créatinine et une corrélation
inverse avec le taux de filtration glomérulaire, suggérant que les taux d'hepcidine-25
augmentent & mesure que la fonction rénale se détériore, peut-étre due a une diminution de

la clairance rénale de I'hepcidine-25 [49].

3.3.4 Sources d’hepcidine extrahépatique

En dehors des hépatocytes, qui représentent la principale source d'hepcidine
circulante, d'autres types de cellules telles que les macrophages, les adipocytes et les
cellules cardiaques et gastrigues expriment I'ARNm de ['hepcidine, mais a un niveau
inférieur. Bien que I'expression extrahépatique de I'hepcidine soit de plus en plus reconnue,
le r6le physiologique de I'hepcidine dans les tissus extra hépatiques n’est que partiellement
compris. La production d'hepcidine extrahépatique pourrait jouer un role dans la régulation

locale des taux de fer.

a. Macrophages

Les macrophages facilitent un débit rapide de fer et expriment fortement la FPN. Le
transport du fer a travers les membranes vacuolaires jusque dans le cytoplasme des
macrophages implique le transporteur DMT1, qui est spécifique pour le fer ferreux. La
réduction du fer, qui est nécessaire, est catalysée par une réductase ferrique endosomale

érythroide, importante a l'utilisation du fer dans les érythrocytes.

Une séquence d'événements se déroule dans les lysosomes des macrophages
quand ils phagocytent les érythrocytes sénescents. L'environnement hydrolytique du
phagolysosome digere I'érythrocyte et son hémoglobine, en libérant I'héme, qui est ensuite
dégradée par I'heme oxygénase-1 inductible (HO-1). Le fer est libéré pour le stockage
cytoplasmigue ou son export dans le plasma ; processus qui peuvent étre particulierement

influencés par I'hepcidine. L'HO-1 agit dans les phagolysosomes, et le fer libéré est
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transporté a travers la membrane du phagolysosome. Les macrophages sont des
producteurs importants d’hepcidine, et a lintérieur des macrophages, I'hepcidine est
localisée dans des phagosomes contenant des mycobactéries ou elle exerce son activité
antimycobactérienne [50]. Dans les macrophages, c’est ici qu'a lieu la régulation des
cytokines induites par les lipopolysaccharides (LPS), qui comprennent plusieurs composés
endogenes tels que le TNFa, la famille des interleukine (IL) et les récepteurs, en particulier
Toll-like (TLR) et IL-1R L’expression d’hepcidine induite par les LPS in vivo est dépendante
de TLR4, ce qui indique que la signalisation des TLR doit étre importante pour l'activation de
la production d'hepcidine dans les macrophages [51]. A la différence de I'expression
d’hepcidine dans les hépatocytes, celle dans les macrophages est régulée positivement par
les constituants de la paroi des bactéries GRAM + et GRAM - a travers TLR2 et TLR4 [50].
L’expression de I'hepcidine par les macrophages augmente suite a une infection
bactérienne, et I'hepcidine diminue la libération du fer par les macrophages par voie
autocrine et/ou paracrine. Bien que [|'hepcidine circulante semble étre un peptide
antimicrobien relativement inefficace, il a récemment été proposé que I'hepcidine produite de
fagon endogéne par les macrophages et localisée dans le phagosome pourrait jouer un role
dans les défenses de I'hdte contre la tuberculose en causant des dommages structurels aux

mycobactéries [52].

Dans les monocytes, la production autocrine d'hepcidine exerce une downregulation
de I'expression de la FPN, contribuant ainsi a la séquestration de fer au sein de ces cellules
[53]. L'élévation du fer intracellulaire médiée par I'hepcidine joue un réle important dans la
réponse des macrophages aux cytokines et donc dans les réponses immunitaires ultérieures
[50]. Il a été proposé récemment que HMGB1 (High Mobility Group Box-1), qui est libéré a
partir de cellules tumorales irradiées, agit comme un ligand endogéne TLR4 [54]. HMGB1
est une protéine nucléaire qui peut étre libérée dans le milieu extracellulaire de cellules
immunes et non immunes en réponse a divers stimuli. HMGB1 extracellulaire contribue a la
pathogenése de nombreuses maladies inflammatoires chroniques et auto-immunes, comme
le sepsis, la polyarthrite rhumatoide, I'athérosclérose, l'insuffisance rénale chronique et le

cancer. Une certaine interaction entre HO-1 et HMGB1 a été suggérée [55].

Dans la plaque d'athérome, le fer s’accumule préférentiellement dans les
macrophages ou il peut exercer des activités pro-oxydantes [56]. La physiologie de
I'nepcidine suggére un mécanisme supplémentaire par lequel la déplétion de fer permettrait
une protection vis-a-vis de la progression des lésions d’athérosclérose. Sans hepcidine, les
macrophages conservent moins de fer. L'hepcidine pourrait favoriser la déstabilisation de
plague en empéchant la mobilisation du fer par les macrophages dans les lésions

d’athérosclérose. Ce procédé peut étre altéré et I'absence de cette mobilisation pourrait
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entrainer une augmentation des charges cellulaires de fer, induisant ainsi la peroxydation

lipidique, associée a la progression des cellules spumeuses [57].

I a été récemment démontré qu’'aprés l'exposition au fer, les macrophages
différenciés (M2) changeaient complétement leur phénotype pour acquérir un phénotype
orienté vers la libération du fer. La capacité de manutention du fer des macrophages M2
suggeére qu'ils jouent un réle de modulateur dans l'athérosclérose. L'hepcidine diminue la
charge en fer dans les macrophages M2, tandis que l'expression de la FPT augmente.
L'expression du géne HO-1 et de NRF2, qui sont des marqueurs du stress oxydant,
augmente également de fagcon marquée dans les macrophages M2. Enfin, ces macrophages
M2 sont hautement spécialisés dans le recyclage du fer en lien avec l'augmentation de

I'expression de la FPN et de la diminution des taux d’ARNm d’hepcidine [58].

b. Adipocytes

Des données récentes suggerent que les adipocytes sont capables de produire de
I'nepcidine et que ce processus est probablement déclenché par des stimuli inflammatoires.
L’ARNm de I'hepcidine et I'nepcidine sont présents dans le tissu adipeux, et les taux d'’ARNm
dans le tissu adipeux sont corrélés aux taux d'IL-6 et de CRP [59]. Le tissu adipeux exprime
I'hepcidine a la fois au niveau de 'ARNm et au niveau de la protéine et cette expression est
renforcée chez les patients obéses [60]. Un grand nombre de résultats soulignent que
I'nepcidine peut jouer un role important dans I'’hyposidérémie de l'inflammation chez les
patients obéses. Il existe une relation étroite entre la carence en fer et de I'obésité. L'obésité
semble étre associée a des niveaux de fer plus faibles et a des réserves en fer plus élevées,
reflétant une faible biodisponibilité du fer, avec une production d'hepcidine plus élevée et
avec des taux plus élevés de marqueurs de l'inflammation associés a I'obésité [61]. Dans ce
domaine, il a été rapporté que l'activine B était une nouvelle adipokine ayant un role dans
I'équilibre énergétique et linsulinorésistance associés a l'obésité [62]. La synthése
d'hepcidine peut étre induite par des signaux inflammatoires comprenant l'activine B et la

voie de signalisation des SMAD répondant a l'activine B [63,64].

Les interactions entre les cellules endothéliales et les lipides « régionaux » sont
essentielles a une fonction vasculaire normale et sont perturbées dans les pathologies
cardiovasculaires. Les adipocytes périvasculaires sont présents au niveau de l'adventice des
vaisseaux sanguins. La sécrétion de médiateurs qui régulent l'inflammation est un trait
caractéristique des adipocytes. Ces médiateurs peuvent étre divisés en deux catégories : les

adipokines et les cytokines. Le tissu adipeux sécrete de I'IL-6, de la leptine et de
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I'adiponectine [65]. L'hepcidine est rapidement stimulée par les cytokines, dont I'lL-6. Chez
des volontaires sains, une perfusion d’IL-6 recombinante a entrainé une augmentation du
taux d'hepcidine urinaire de 7,5 fois et le fer sérique a diminué de 34% dans les 2 heures.
Des anticorps neutralisant I'lL-6 ont été utilisés pour montrer qu'il y avait une voie de
régulation de I'hepcidine médiée par l'inflammation dépendant de I'lL-6 [66]. Il a été suggéré
que les adipocytes étaient des régulateurs clés du métabolisme dans tous les tissus, en
raison de leur détection intégrée des réserves alimentaires et de la disponibilité du fer. Il
existe maintenant des preuves montrant que les taux de fer dans les adipocytes régulent la
transcription de 'adiponectine ainsi que les taux de protéines sérigques [67]. Dans l'obésité, il
y a des taux élevés de leptine qui semblent également contribuer au statut du fer observé
dans l'obésité. La leptine est capable d'induire I'expression hépatique d'hepcidine via la voie
de signalisation Janus kinase 2 (Jak2) / STAT3, qui est similaire a I'expression de I'hepcidine
meédiée par I'lL-6. La voie JAK2 / STAT3 est un mécanisme de réponse au stress qui
entraine une transduction des signaux provenant de la surface cellulaire vers le noyau,
modulant ainsi l'expression du géne [68,69]. Certaines études ont rapporté que les
concentrations d’hepcidine circulante et de leptine étaient plus élevées chez les patients
obéses que chez les sujets de poids normal. Ces observations corroborent I'idée qu’un statut
pauvre en fer, fréquemment observé chez les patients obéses, serait associé a l'inhibition de
I'absorption du fer alimentaire médiée par I'hepcidine [70]. Comme nous l'avons déja indiqué
dans le mécanisme sous-tendant I'expression d’hepcidine régulée par le fer, plusieurs
protéines qui participent a ce processus ont été identifiees. Parmi elles, I’hémojuvéline (HJV)
joue un role particulierement important. Une forme soluble d’hémojuvéline (s-HJV) existe
dans le sang. Récemment, il a été rapporté que I'HJV était également exprimée dans les
adipocytes, aux niveaux dARNm et de protéine. En outre, son expression d'ARNm est
considérablement augmentée dans le tissu adipeux de sujets obéses et est corrélée

positivement avec les taux d'expression d'hepcidine [71].

c. Myocarde

Des taux de fer élevés, de méme que les dommages cellulaires et tissulaires liés au
fer sont a l'origine du développement d'un certain nombre de pathologies cardiaques,
comme la cardiomyopathie restrictive par surcharge en fer, I'infarctus du myocarde ainsi que
les maladies coronariennes [72,73]. Les cellules myocardiques ont la capacité d'accumuler le
fer lié a la transferrine via le récepteur a la Tf (TfR) et le fer non lié & la Tf probablement via
le canal calcique L-type Ca** channel. L’export de fer médié par la FPN est dépendant de

I'activité ferroxydase des oxydases a centre cuivre, de la céruloplasmine et de I'héphaestine
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[74]. Il a également été démontré que I'hepcidine est exprimée dans le cceur ; cela signifie
gue cette protéine peut ainsi jouer un réle dans I'homéostasie du fer au niveau du cceur. In
vitro, il a été démontré que I'nepcidine est capable de se lier avec la FPN, de l'internaliser et

de la dégrader et ainsi diminuer I'export de fer a partir des cellules myocardiques [75,76].

Dans notre Laboratoire, nous avons montré, lors de notre étude histologique, que
I'nepcidine était présente au niveau du myocarde. Une telle étude histologique n’avait pas
encore, a notre connaissance, fait I'objet d’une approche spécifique. La protéine est
exprimée de maniere diffuse dans le myocarde (figure 5). Récemment, l'expression
d'hepcidine myocardique a été étudiée dans différentes conditions : myocardite auto-immune
expérimentale chez le rat (MAE), infarctus du myocarde chez le rat et dans la myocardite
chez 'homme. L'ARNm de I'hepcidine est modérément exprimé dans le coceur de rats
normaux, mais I'expression d’ARNm d'hepcidine dans le cceur de rats avec une MAE était
nettement supérieure a celle des témoins. Chez TI'homme, le taux d’ARNm
d'hepcidine/cytochrome oxydase des cceurs atteints de myocardite était significativement
plus élevé que dans les cceurs sans myocardite. Enfin, I'expression d'hepcidine est plus
fortement influencée par les conditions environnementales locales que par les conditions
systémiques ; les niveaux d'ARNm d'hepcidine sont corrélés a ceux de 'ARNm de I'lL-6 [77].
Dans les cceurs de rats hypoxiques, les niveaux d'expression d'hepcidine étaient plus élevés
dans la zone bordante [76], traduisant I'importance de I'hepcidine locale en terme de

réponse au processus inflammatoire.

Une autre condition a l'origine de l'expression de I'hepcidine est l'inflammation
associée aux pathologies cardiaques telles que l'insuffisance cardiaque. L'augmentation des
taux de cytokines proinflammatoires et I'anémie sont fréquentes chez les patients souffrant
d'insuffisance cardiaque. Il est possible que l'augmentation du niveau des cytokines
inflammatoires dans le cceur puisse induire I'expression du gene de I'hepcidine dans les
cardiomyocytes [78]. En utilisant des modéles transgéniques, il apparait que I'hepcidine
pourrait jouer, au niveau du cceur, un rdle dans la régulation de I'homéostasie du fer sur un

mode autocrine et paracrine [79].
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A. Foie témoin B. Foie immunomarqué a I’hepcidine-25
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C. Coeur témoin _ , - D. Cceur immunomarqué a I’hepcidine-25

Figure 5 : Histologie : Expression d’hepcidine dans le foie et le cceur.

Coupes immunocolorées représentant I'expression d'hepcidine-25 dans des sections de foie
et de coeur. Apres fixation dans le formol et déshydratation dans l'alcool, les échantillons ont
été déposés dans de la paraffine. Des lames de 5 um ont été coupées et immunocolorées
pour I'hepcidine. Brievement, aprés extraction de l'antigéne (tampon citrate pH 6), les lames
ont été incubées avec H,0O, a 3% dans du TBST (2 x 8 minutes) et saturées (Impress Kit de
sérum, additionné de 3% de BSA dans du TBST) pendant 20 minutes. Elles ont été incubées
avec des anticorps anti-hepcidine (1/50, Abcam - ab30760) pendant toute une nuit a 4°C.
Apres 3 ringages dans du TBST, les lames ont été incubées avec une solution Impress Kit
(Vector Lab - MP7401) pendant 30 minutes. Aprés révélation avec le kit Nova Red (Vector
Lab - SK4800), coloration a I'inverse dans de '’hématoxyline. (D’aprés Rochette et al [37] ;
article intégré dans ce document de Thése ultérieurement.)
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d. Estomac

Compte tenu du réle bien établi de I'estomac et de l'intestin dans le métabolisme du
fer, il est tentant de spéculer que le systeme de I'hepcidine soit impliqué dans les fonctions
de régulation et antimicrobiennes du fer. Une étude récente a montré que I'hepcidine était
exprimée dans les cellules pariétales gastriques [80]. Chez la souris et le rat, des analyses
en RT-PCR quantitative ont révélé une expression abondante d’hepcidine dans le fundus
ainsi qu'une expression moins importante dans l'antre. L'influence de I'hepcidine sur la
sécrétion d'acide gastrique et sur la régulation de la production d'acide gastrique peut
également contribuer a I'homéostasie locale du fer. L'hepcidine est également présente dans
la bile [81]. Le taux d’hepcidine augmente aprés un traitement par inhibiteurs de la pompe a
protons et diminue aprés injection d'histamine ; ces résultats suggérent que la signalisation
de I'hepcidine sert de mécanisme pour maintenir la sécrétion d'acide gastrique stable dans
des conditions normales et pathologiques telles que linflammation. En effet, en cas
d’'inflammation, l'absorption du fer diminue et les mécanismes a l'origine de la diminution
d’absorption du fer par I"intestin ont peu été étudiés au niveau cellulaire. Un traitement par
TNF-alpha diminue ['absorption intestinale du fer, mais le TNF semble médier
I'hyposidérémie indépendamment de I'hepcidine [82]. Une étude a recherché si I'hepcidine
était impliquée dans I'anémie liée au cancer colo-rectal et si elle pouvait jouer un réle dans la
carcinogenése. L’hepcidine apparait étre exprimée par des cellules néoplasiques
colorectales et pourrait donc représenter un nouveau mécanisme de signalisation

oncogénique [83].
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3.3.5 Interaction hepcidine-ferroportine (FPT)

L'interaction de I'hepcidine avec la FPN fournit un mécanisme pour coordonner
I'entrée du fer dans le plasma avec son utilisation et son stockage. Les progres récents dans
la compréhension des mécanismes moléculaires de régulation de I'hnepcidine, en particulier
concernant sa relation avec la FPN et ses cibles, ont été permis par I'étude de patients
présentant une surcharge en fer d’origine génétiqgue comme I'hémochromatose. Ces patients
présentent des mutations dans les génes codant pour différentes protéines et ont de faibles

taux d’hepcidine par rapport a leurs réserves en fer [84].

La principale cible de I'hepcidine est la FPN, protéine transmembranaire responsable
de l'export de fer des cellules au plasma [66]. La protéine FPN est codée par le géne
SLC40A1 situé sur le chromosome 2 (2g32). Des mutations du géne de la FPN ont été
identifiées dans différentes ethnies et certaines de ces mutations sont associées a une
surcharge en fer autosomique dominante [85]. A ce jour, 45 mutations ont été décrites dans
le géne SLC40A1, chez des personnes d'origine ethnique différente, et ce nombre est appelé
a augmenter a mesure que plusieurs autres mutations seront découvertes. Dans la majorité
des cas, le polymorphisme de la FPN est le résultat d'une mutation faux-sens [86].
L’hepcidine se lie a un domaine hautement conservé sur une boucle extracellulaire de FPN.
Cette boucle qui interagit avec I'nepcidine a été identifiée a partir de l'observation selon
laquelle la mutation Cys326 dans cette boucle avait pour effet que la FPN devienne
résistante a sa liaison avec I'hepcidine. Il a été proposé que le groupement thiol libre du
résidu Cys326 formait une liaison disulfure avec un des résidus de cystéine de I'hepcidine
[87]. La concentration de FPN a la surface des cellules dépend de son taux de synthése, de
l'interaction hepcidine/FPN, du taux d'internalisation et du taux de dégradation cellulaire. Une
fois intériorisée, la FPN est déphosphorylée puis ubiquitinylée. L'incapacité a ubiquitinyler la
FPN n’empéche pas linternalisation induite par I'hepcidine, mais inhibe la dégradation de la

FPN. La FPN ubiquitinylée est ensuite dégradée dans I'endosome [88].

Il a été démontré que la kinase responsable de la phosphorylation de la FPN est
JAK2. La liaison de JAK2 a la FPN est trés forte et nécessite I'hepcidine pour se lier a la fois
aux deux monomeéres du dimére FPN et pour étre capable d'activer JAK2 [89]. Des études
ont suggéré gu’'un échange thiol-disulfure pouvait se produire au cours de la liaison de
I'hepcidine a la FPN [90]. Une fois lié, JAK2 est autophosphorylé puis il phosphoryle la FPN,

conduisant a l'internalisation de la FPN [89].

En résumé, I'excés de fer induit une augmentation de la concentration d’hepcidine, ce
qui entraine l'internalisation et la dégradation de la FPN. Le fer intracellulaire est ensuite

séquestré par liaison a la ferritine a l'intérieur des cellules, ce qui limite I'augmentation de la
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sidérémie et la saturation de la Tf. Coupler l'internalisation de la FPN au taux d’hepcidine
génére une boucle homéostatique qui régule les taux de fer plasmatiques et la distribution
tissulaire du fer.

3.3.6 L’hepcidine, maitre réqgulateur du métabolisme du fer

Lorsque les réserves en fer sont suffisantes ou élevées, le foie produit I'hepcidine, qui
circule jusqu’a l'intestin gréle. Des molécules de FPN sont exprimées sur les membranes
basolatérales des entérocytes, et elles transportent le fer des entérocytes a la transferrine
plasmatique. L'hepcidine entraine l'internalisation de la FPN bloquant ainsi la voie pour le
transfert de fer des entérocytes ou des macrophages au plasma. Les macrophages
exportent le Fe?* & partir de leur membrane plasmique via la FPN, via un processus couplé a
la réoxydation de Fe?" en Fe** par la céruloplasmine et suivi par le chargement de Fe*' sur la
Tf. Le fer exporté est balayé par la Tf, qui maintient le Fe** dans un état redox inerte et le
délivre aux tissus. Le ferroxydase contenant du cuivre, 'héphaestine, apporte son aide en

convertissant le Fe?* en Fe**, qui est ensuite lié a la Tf.

Comme nous l'avons indiqué précédemment, le fer entre dans la cellule a partir de la
circulation sanguine a travers un complexe ou il est lié a la Tf; ce complexe se lie aux
récepteurs TfR1 et TfR2 de la membrane plasmique. Il y a ensuite endocytose de ce
complexe [91-93]. En conditions physiologiques, la Tf plasmatique est hyposaturée (de

'ordre de 30%) et affiche une trés forte capacité de fixation du fer.

L'expression de l'axe hepcidine-FPN est régulée par différents facteurs,
exogéenes et endogénes. Au niveau moléculaire, les voies de signalisation impliquées dans
cette régulation ne sont pas entiérement connues. L'effet de la vitamine D sur l'axe
hepcidine-FPN suggére gu’un statut faible en vitamine D peut étre un facteur contribuant a
I'anémie des maladies chroniques du rein, qui se caractérisent par un déficit en vitamine D,
qui est lui-méme étroitement associé a la survenue des complications de la maladie rénale
chronique. Récemment, une étude a montré pour la premiere fois que la vitamine D était un
puissant régulateur de I'hepcidine, a la fois dans les monocytes et les hépatocytes [94]. Dans
des conditions de carence en vitamine D, une synthése élevée d'hepcidine par les
hépatocytes peut augmenter les concentrations intracellulaires et systémiques d'hepcidine et

ainsi diminuer I'expression membranaire de la FPN dans ces cellules.

Des études ont rapporté une diminution de I'expression de I'hepcidine en réponse a

I'nypoxie. Cependant, la pertinence physiologique de I'hypoxie et de son impact sur la
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régulation de I'hepcidine restent incertains et controversés. In vivo, I'hypoxie pourrait
également supprimer I'hepcidine indirectement a travers I'érythropoiese et une meilleure
utilisation du fer. Les facteurs induits par I'hypoxie, HIF (hypoxia-inducible factor) peuvent
toutefois contribuer a la suppression de I'hepcidine indirectement par l'intermédiaire de ses
effets sur la décomposition de I'hémojuvéline [95]. En outre, HIF1a et 2a augmentent
I'absorption intestinale du fer, I'absorption du fer dans les progéniteurs érythroides et la
synthese de I'héme, et pour supprimer la production de I'hepcidine, assurant ainsi un
approvisionnement adéquat en fer pour l'érythropoiése [96,97]. Dans |'étude HIGHCARE,
étude en haute altitude réalisée de 3400 a 5400 m au-dessus du niveau de la mer, les
modifications induites par I'exposition aigué et chronique a I'hypoxie hypobare sur les indices
de fer sérique, 'EPO, I'lL-6, et les niveaux d'hepcidine ont été étudiées. Les taux d’hepcidine
diminuent dans les 40 heures aprés I'exposition a I'hnypoxie aigué a 3400 m et atteignent le
niveau le plus bas a 5400 m. Cette baisse est associée a une diminution rapide du taux de
ferritine sérique. La forte corrélation entre les taux de ferritine sérique et d'hepcidine au cours
de I'étude indiquent que le fer lui-méme ou la cinétique de l'utilisation du fer en réponse a

I'nypoxie peuvent entrainer une downregulation de I'’hepcidine [98].

Pour la régulation de I'hepcidine, le réticulum endoplasmique (RE) peut jouer
un rble a I'égard de l'inflammation. La réponse inflammatoire aigué est liée au stress du
RE, état associé a la perturbation de 'homéostasie du RE et a I'accumulation de protéines
mal repliées ou non repliées dans le RE. Globalement, il apparait que la régulation de
I'nepcidine par le stress du RE relie la réponse cellulaire impliquée dans le contrdle-qualité
de la protéine de l'immunité innée et de 'homéostasie du fer. Apparemment, I'hepcidine
réagit non seulement aux stimuli extracellulaires, tels que les fluctuations de fer et les

cytokines, mais aussi aux signaux de stress a l'intérieur de la cellule [99,100].

Parmi les médiateurs endogéenes, le monoxyde de carbone (CO) et le 'NO semblent
jouer un réle dans cette régulation. Le CO supprime I'expression d'hepcidine induite par I'lL-6
et les agents du stress du RE en inhibant les transducteurs du signal, les activateurs de la
phosphorylation transcriptionnelle (STAT-3) et la maturation du CREBH (cyclic AMP
response element-binding protein-H), protéine liée a I'élément de réponse a 'AMPc.
L'induction du stress du RE chez la souris entraine une augmentation de I'hepcidine
hépatique et sérique [101]. L'action anti-inflammatoire du CO est impliquée dans ces

différents processus [23].

Concernant le ‘'NO, comme nous l'avons précisé précédemment, il existe des
interconnections entre I'homéostasie du fer et le ‘NO. La régulation de la synthése de la

ferritine par le fer est principalement due a la régulation post-transcriptionnelle au travers de
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la liaison de IRP1 et IRP2 a IRE et a I'expression de FPN ‘NO-induite [31,32]. Plusieurs
études rapportent un effet synergique potentiel entre ‘NO et H,S dans le contr6le de diverses
réponses biologigues de la fonction vasculaire. Les fonctions cytoprotectrices de faibles
concentrations de H,S sont comparables a celles du 'NO. Le ‘NO et I'hydrogéne peuvent

réagir rapidement avec des métalloprotéines telles que les clusters fer-soufre [102,103].

3.3.7 Régulation de I’expression d’hepcidine

L'expression de I'nepcidine est dépendante de I'opposition des voies de signalisation :
les effets combinés des différentes voies détermineront les taux d'hepcidine. Les facteurs
systémiques qui modifient I'expression de I'hepcidine, tels que I'anémie ou l'inflammation,
sont bien établis. Cependant, le mécanisme par lequel la production d'hepcidine est régulée

au niveau moléculaire reste encore incertain.

HFE, le gene muté dans la forme la plus commune d'hémochromatose héréditaire,
joue un rdle dans la surveillance du statut du fer de l'organisme et dirige ensuite une réponse
adaptée d’hepcidine. La protéine HFE interagit avec TfR1 sur un site qui chevauche le site
de liaison pour la Tf. Une corrélation étroite entre les taux de Tf et 'expression hépatique
d’ARNm d’hepcidine a été démontrée aprés hémolyse [104]. De plus, lorsque la Tf se lie a
TfR2, les voies de signalisation ERK1/ERK2 et p38 MAP-kinase sont activées, induisant
ainsi I'expression d'hepcidine [105]. L'inflammation stimule I'expression de I'hepcidine, qui a
son tour provoque I'hyposidérémie associée aux épisodes inflammatoires. Bien que
plusieurs cytokines pro-inflammatoires augmentent I'expression de I'hepcidine, I'lL-6 est la
plus étudiée dans ces processus. Elle stimule la transcription d’hepcidine a travers la voie de
signalisation STAT3. Plusieurs ligands aux récepteurs Toll-like d’origine microbienne (TLR)
peuvent induire I'expression de I'hepcidine, peut-étre par l'induction de I'lL-6 [106]. Le facteur
récemment décrit dans la voie de régulation de I'expression d'hepcidine est la voie
BMP/SMAD (BMP, bone morphogenetic protein ; SMAD, contraction de Sma et Mad). Il a
également été démontré que la dorsomorphine, un inhibiteur sélectif de la phosphorylation
de SMAD BMP-sensible, bloquait I'induction de I'hepcidine médiée par I'lL-6 [107]. La
régulation de I'expression d'hepcidine par le BMP et I'lL-6 peut impliquer des transferts de
signal au niveau de la transduction du signal. Ces effets sont influencés par le
microenvironnement cellulaire. BMP6 est le régulateur endogéne spécifique de I'hepcidine
[108]. Des mutations dans les génes codant pour le ligand BMP6, le corécepteur au BMP
HJV, et la molécule de signalisation intracellulaire SMAD4 sont associées a la suppression

de I'expression de I'hepcidine. Ces actions sont associées a une surcharge en fer tissulaire.
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Il est maintenant bien établi que la voie de signalisation BMP6-HJV-SMAD joue un
rble majeur dans la régulation de I'hepcidine et dans I'hnoméostasie du fer [109]. La
stimulation par BMP6 et/ou par le fer induit une augmentation de l'activité de la voie BMP6-
HJV-SMAD, éventuellement par le biais d'un mécanisme impliquant HFE et TfR2, conduisant
a la liaison des complexes SMAD aux éléments sensibles au BMP (BMP-REs) sur le
promoteur de I'hepcidine et a l'upregulation de la transcription de I'hepcidine. Les BMPs
agissent en se liant a des complexes de récepteurs de deux de type | et 2 de type Il (BMPR-I
et BMPR-II) et en modulant I'expression de génes cibles a travers différentes voies de
transduction du signal. La signalisation a travers les protéines SMAD est maintenant bien
caractérisée et la phosphorylation de récepteurs des protéines SMAD permet la formation
d’'un complexe hétéromere qui stimule I'expression de hombreux génes cibles, comprenant

celui de I'hepcidine [110].

Il existe des interactions importantes entre ces différentes voies et la participation
d'autres membres a ce réseau de régulation ; le réle du GDF-15 (growth differentiation
factor-15) a été rapporté dans plusieurs tissus. L'expression du GDF-15 est associée au
stress cellulaire et a 'apoptose [111]. Le GDF-15 est exprimé par les érythroblastes matures,
dans des maladies dues a une érythropoiése de plus en plus inefficace telles que la
thalassémie. GDF-15 réprime la sécrétion d'hepcidine [111,112]. L’expression
érythroblastique d'une deuxiéme molécule nommée TWSGL1 (Twisted Gastrulation Gene 1)
est un potentiel régulateur érythroide de I'hepcidine. TWSG1 interféere avec l'expression
d'hepcidine médiée par BMP et peut agir avec GDF-15 pour déréguler 'homéostasie du fer
dans la thalassémie. Les voies de signalisation SMAD sont impliguées dans les actions
cellulaires de GDF-15 et de TWSG1 [113].

Récemment, plusieurs études ont démontré que les cestrogénes régulent I'expression
de I'hepcidine via la voie de signalisation GPR30-BMP6, indiquant que les cestrogenes
diminuent l'absorption du fer dans l'intestin. La protéine GPR30 est localisée a la fois au
niveau de la membrane plasmique et au niveau du RE. Elle module I'action des cestrogénes
en tant que récepteur de stéroide. De nouvelles données suggérent que les cestrogenes

participent directement & la régulation de I'expression hépatique de I'hepcidine [114].

L'expression d'hepcidine dans les macrophages est régulée principalement par les
récepteurs TLR2 et TLR4. La régulation autocrine de l'accumulation de fer dans les
macrophages par I'hepcidine peut affecter les niveaux de production de cytokines pro-
inflammatoires. L'upregulation de I'hepcidine médiée par TLR2 et TLR4 a été complétement
annulée dans les macrophages MyD88 -/-, ce qui suggere que la voie de signalisation

MyD88 est nécessaire pour I'induction d'hepcidine par les TLRs [50].
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Toutes les observations cliniques s’orientent vers des voies de régulation sensibles
au fer et suggeérent que le stress oxydant pourrait étre impliqué dans la signalisation de I'lL-6
pour la production d’hepcidine. Au cours d'un processus inflammatoire, les cellules sont
exposées a des concentrations constamment élevées d’anions superoxydes et de H,O..
Cela exige une régulation stricte de 'hnoméostasie du fer pour éviter des Iésions tissulaires
par des réactions de Fenton. Dans les neutrophiles et les macrophages, la NADPH oxydase
NOX2 génére des anions superoxydes qui sont convertis ensuite en H,O, par les
superoxydes dismutases (SODs) [115]. Récemment, il a été montré que de tres faibles
concentrations de H,O, étaient suffisantes pour induire une puissante upregulation
d'hepcidine au sein des cellules hépatiques néoplasiques et des hépatocytes primaires, H,O»
agissant en synergie avec d'autres inducteurs de I'hepcidine, tels que I'lL-6. L'effet de H,O,
sur I'hepcidine est principalement médié par STAT3, qui est la voie de signalisation classique

dans l'inflammation pour la régulation de I'hepcidine [116].

3.4 Role de I’érythroferrone

En cas de stimulation de I'érythropoiése, que ce soit lors d’'une hémorragie, d’'une
hémolyse ou de toute autre condition déclenchant une érythropoiese de stress, la synthése
de I'hnémoglobine, et donc la consommation en fer par la moelle osseuse, sont augmentées
afin de normaliser rapidement le nombre de globules rouges et la capacité de transport de
'oxygene. Pour faire face a ce besoin accru en fer, la synthése d’hepcidine diminue pour
stabiliser la ferroportine a la surface des cellules qui I'expriment, conduisant a 'augmentation
de l'absorption du fer alimentaire au niveau du duodénum et du relargage du fer par les
macrophages et les hépatocytes. Cette connexion entre érythropoiése et métabolisme du fer
était jusqu’a ces derniers mois mal caractérisée. Il était simplement et communément admis
gu’'un facteur inconnu, historiguement désigné sous le nom de « régulateur érythroide »,
controlait ce processus [117]. Ce lien entre 'augmentation de I'érythropoiése, la modulation
de la production d’hepcidine et la disponibilité en fer vient d’étre identifié par le Dr Léon
Kautz, de l'équipe du Dr Tomas Ganz, a [I'Universit¢ de Californie, Los Angeles,
caractérisant ce signal érythropoiétique et lui donnant le nom de régulateur érythroide
ERYTHROFERRONE (ERFE).

L’érythropoiése est régulée principalement par I'érythropoiétine (EPO), facteur de
croissance indispensable a la survie et a la prolifération des précurseurs érythroides. En cas

d’anémie ou d’hypoxie, la sécrétion rénale d’EPO augmente pour stimuler I'érythropoiése.
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Paralleélement, dans ce méme contexte d’anémie ou d’hypoxie, la production d’hepcidine par
le foie diminue, permettant ainsi 'augmentation de [I'absorption intestinale de fer et sa
libération des cellules au milieu plasmatique pour qu’il soit disponible a I'érythropoiése.
Jusqu’a présent, les données de la littérature suggéraient que la régulation de I'hepcidine
n’était pas directement dictée par 'EPO, mais impliquait un facteur rapidement produit par
les précurseurs érythroides de la moelle osseuse, puis sécrété dans la circulation pour
réprimer la production d’hepcidine afin d’augmenter la quantité de fer disponible pour la
synthése de nouveaux globules rouges par la moelle osseuse [118-120]. Plusieurs
candidats ont été proposés comme régulateurs érythroides potentiels (GDF15 [growth
differentiation factor 15], TWSGL1 [twisted gastrulation BMP signaling modulator 1],...), mais

leur importance physiologigue dans cette régulation reste a confirmer [5].

L’érythroferrone, qui présente une similitude de structure avec la
MYONECTINE, est une hormone appartenant a la famille des protéines C1q/TNF
(tumor necrosis factor) et a récemment été identifié¢e comme le facteur régulateur
érythroide de I’hepcidine [5]. En effet, en réponse a 'EPO, la synthése d’ERFE est induite
rapidement dans les précurseurs érythroides de la moelle osseuse et de la rate via la voie de
signalisation JAK2/STATS5. Cela a été démontré dans les travaux de I'équipe de Ganz et
Kautz qui ont précisé que les souris invalidées pour ERFE étaient incapables de réprimer
I'expression de I'hepcidine aprés une phlébotomie ou aprés administration d’EPO. Lors d’'une
demande accrue de I'érythropoiése, 'ERFE apparait donc étre essentielle a la diminution
rapide de I'expression de I'hepcidine. A noter que ces souris Erfe " avaient des paramétres
hématologiques normaux, ce qui suggére qQUERFE n’est pas un acteur majeur de
I'érythropoiese en conditions physiologiques normales, mais que son rdle serait restreint aux
conditions d’érythropoiése de stress. In vivo, l'injection directe d’ERFE ou sa surexpression a
l'aide d’un vecteur lentiviral a confirmé son action suppressive sur I'expression d’hepcidine.
Les travaux de cette équipe suggérent également que 'ERFE agirait directement sur les
hépatocytes pour réprimer la transcription de I'hepcidine. Le récepteur de 'ERFE ainsi que la

voie de signalisation qu’il induit restent encore a identifier.

Dans un contexte plus large, I'érythroferrrone est exprimée dans le muscle
squelettique ou elle est reconnue comme une protéine C1g/TNF (CTRP pour C1g/TNF-
related protein), appelée myonectine ou CTRP 15, qui régule le métabolisme lipidique [121].
La myonectine, qui est induite aprés une période de jelne par la réalimentation ou
I'administration de nutriments, agit a travers la voie de signalisation PI3-K/Akt/mTOR pour
inhiber l'autophagie des hépatocytes, suggérant un rdle possible de cette voie dans la

régulation de I'hepcidine [122].
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Dans un modéle murin de béta-thalassémie, 'ERFE pourrait agir comme répresseur
de I'hepcidine et désormais des études sont nécessaires chez 'homme afin de confirmer le
réle de 'ERFE en tant que régulateur érythroide responsable de la diminution d’hepcidine et
de la surcharge martiale chez ces patients. Les perspectives offertes par I'identification de ce
nouveau régulateur sont celles d’'une nouvelle cible thérapeutique. En inhibant 'ERFE, on
pourrait espérer augmenter la production d’hepcidine chez des patients atteints d’anémie
héréditaire avec surcharge en fer; a linverse, en I'administrant chez des sujets atteints
anémie associée a des maladies inflammatoires, des affections rénales ou des cancers, on

pourrait espérer une correction du déficit en fer lié a un excés d’hepcidine.

Perte de sang

Erythroferrone

Hepcidine supprimée

Disponibilité élevée du fer

Figure 6: Axe moelle osseuse-foie du métabolisme du fer. Une perte de sang
déclenche, via l'érythropoiétine, une augmentation de la synthése et de la sécrétion
d’érythroferrone dans la moelle osseuse. Celle-ci réprime I'expression de I'hepcidine dans le
foie, ce qui entraine une augmentation de la disponibilité du fer (absorption intestinale élevée
et augmentation de la libération depuis les réserves internes).
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4. Fer et stress oxydant

4.1 Les métaux de transition et le stress oxydant

Les métaux de transition, comprenant le fer, le cuivre, le manganese, le zinc et le
sélénium, jouent un réle prédominant dans le métabolisme cellulaire. Le fer et le cuivre
participent a la réaction de Fenton comme donneurs d'électrons a du peroxyde d'hydrogéne,
induisant la production d’une puissante ERO, le radical hydroxyle. Le fer est impliqué dans
des réactions catalytiques du fait de sa réactivité redox, ce qui lui permet de faire la transition
entre un état réduit ferreux et un état ferrique oxydé [123]. Dans le corps, un exces ou la
carence d'ions métalliques peuvent potentiellement inhiber les fonctions des protéines,
interférer avec le repliement correct des protéines ou, dans le cas du fer ou de cuivre,
promouvoir le stress oxydant [124]. Le maintien des taux cellulaires en fer nécessite des
mécanismes précis pour réguler son absorption, son stockage et son export. Plusieurs
pathologies cardiovasculaires sont liées a un probléme de régulation de I'homéostasie du fer.
La quantité de fer absorbée par les entérocytes dépend des besoins de l'organisme. Un
mécanisme impliqué dans I'homéostasie du fer est régulé non seulement par I'état du fer
cellulaire, mais aussi par les ERO dans les cellules qui déclenchent des mécanismes de

défense contre la toxicité du fer et le stress oxydant catalysé par le fer.

Comme le fer, le cuivre est un métal redox-actif qui peut passer d'un état Cu™* réduit
a un état oxydé Cu®". Le cuivre est essentiel & de nombreux processus cellulaires, y compris
pour les défenses antioxydantes et I'oxydation du fer. Les taux de cuivre cellulaires doivent
également étre étroitement contrblés, puisque l'accumulation de cuivre peut conduire au
stress oxydant [125]. Le manganese est un métal de transition et un co-facteur essentiel aux
enzymes antioxydantes mitochondriales MnSOD, ainsi qu’a d'autres enzymes comme
arginine synthase. La MnSOD semble étre un contributeur important aux fonctions
cardiaques mitochondriales et métaboliques, en réduisant le stress oxydant mitochondrial
[126]. Le sélénium est un élément nutritif essentiel pour les mammiféres car il est nécessaire
a l'activation de différentes enzymes antioxydantes, comme la glutathion peroxydase (GPx)
et la thiorédoxine réductase (TrxR). Huit isoformes différentes de la GPx (GPx 1-8) ont été
identifiees chez 'homme. GPx1 est lisoforme la plus abondante et est présente dans le
cytoplasme de nombreux tissus ou elle réduit le peroxyde d'hydrogéne en eau [127].
L’homéostasie redox est essentielle a la viabilité cellulaire, au fonctionnement cellulaire
normal et est régulé par deux grands systémes antioxydants cellulaires, le systeme du
glutathion et le systéme de la thiorédoxine. La thiorédoxine réductase (TrxR) réduit son
principal substrat Trx, mais peut également transférer des électrons a des composés de

faible poids moléculaire. Les péroxyrédoxines dépendantes de la thiorédoxine (PRX)
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représentent la premiére ligne de défense contre les ERO et le ONOO- et régulent la
transduction du signal médiée par H,O,. H,O, peut agir soit comme un oxydant destructif,

soit comme un second messager [128].

4.2 Role des mitochondries dans le métabolisme du fer

Les mitochondries représentent une réserve significative de fer dans les cellules,
puisque le fer est nécessaire au fonctionnement des complexes protéiques de la chaine
respiratoire mitochondriale. Le mécanisme pour le trafic intracellulaire du fer vers les
mitochondries est incomplétement compris. Il est admis que les cellules utilisent du fer dans
les mitochondries pour la synthése de I'héme et des clusters fer-soufre (Fe-S). Le flux
séquentiel d'électrons dans la chaine respiratoire, a partir d'un substrat potentiel réduit d’O,,
est médié par des cofacteurs redox liés aux protéines. Dans la mitochondrie, I'hnéme, de
méme que la flavine, le complexe fer-soufre, et des cofacteurs du cuivre, régulent ce flux de
multiples électrons [129]. L'insertion d'un atome de fer ferreux dans le macrocycle de
porphyrine par une ferrochélatase produit 'héme. Il est maintenant bien démontré que les
mitochondries ont un rdle crucial dans le métabolisme du fer en synthétisant I'heme, en
assemblant les protéines fer-soufre (Fe/S), et en participant a la régulation du fer cellulaire
[130]. Les clusters Fe-S sont d'importants cofacteurs a de nombreuses protéines impliquées

dans le transfert d'électrons et dans les processus métabolique et de régulation [131].

La chaine respiratoire repose sur des systémes d'oxydo-réduction contenant du fer
sous la forme de complexes I-lll avec des clusters Fe-S et avec des cytochromes et avec
'héme comme groupement prothétique. Comme nous l'avons indiqué précédemment, les
complexes | et Il sont les principaux sites de production d'O,". Le complexe | (NADH :
ubiquinone oxydoréductase) oxyde le NADH du cycle de I'acide tricarboxylique et de la 8-
oxydation, et transporte des protons a travers la membrane interne. C’est un contributeur
majeur a la production cellulaire d’ERO. La réaction d'oxydo-réduction du complexe | est
catalysée dans un domaine hydrophile et comprend I'oxydation du NADH par la flavine
mononucléotide. La transduction d’énergie par le complexe | est composée de l'oxydation du
NADH par la flavine mononucléotide, du transfert d'électrons intramoléculaires de la flavine
pour se lier & une quinone le long d'une chaine de clusters (Fe-S), la réduction de la quinone
et la translocation de protons [132]. En dehors du complexe | (NADH : ubiquinone
oxydoréductase), le complexe mitochondrial du cytochrome bcl (complexe Il ; ubiquinol :
cytochrome c oxydoréductase) a été identifi¢ comme le principal producteur d’anions
superoxydes et d'ERO dans la chaine respiratoire mitochondriale. La formation et

'assemblage des enzymes de la chaine respiratoire est un processus complexe qui
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nécessite l'aide d'une multitude de protéines supplémentaires et de clusters Fe-S. Le trafic et
le stockage des clusters Fe-S dans les mitochondries est étroitement régulé par un
transporteur : le transporteur ATP-binding cassette [133]. En outre, les ERO générées par
les complexes Il semblent agir en tant que seconds messagers dans le cadre du

préconditionnement ischémique et de la cardioprotection pharmacologique [134].

Des études se sont intéressées aux variations dans I'homéostasie du fer systémique
chez I'animal et chez 'homme en matiére de pathologies cardiovasculaires afin de
déterminer les dommages intrinséques dans les voies de régulation du fer des
cardiomyocytes défaillants. Il a été démontré que l'accumulation de fer dans les
mitochondries pouvait provoquer ou exacerber une cardiomyopathie. C’est le cas de I'ataxie
cérébelleuse de Friedreich (FRDA), une maladie génétique causée par I'expansion du triplet
GAA dans le géne X25 codant pour une protéine, la frataxine [135]. La frataxine est localisée
dans les mitochondries et la carence en frataxine dans la FRDA provoque un
dysfonctionnement dans le métabolisme du fer mitochondrial. Le traitement des patients
avec une combinaison de défériprone, un chélateur du fer perméable aux mitochondries, et
un antioxydant, a partiellement inversé le phénotype cardiaque observé dans la FRDA,
soutenant ainsi le réle du fer mitochondrial dans la physiopathologie de la dysfonction

cardiaque.

Dans linsuffisance cardiaque, il a été démontré une accumulation de fer dans les
mitochondries. Les activités des clusters Fe-S mitochondriaux sont ainsi réduites dans ces
tissus myocardiques et le défaut de l'activité des complexes Il a été spécifiquement attribué
a l'absence d'un centre de clusters Fe-S [79]. Sur la base d'un certain nombre d'arguments
biochimiques, il a été suggéré que le glutathion réduit (GSH) jouait un rdéle dans le
métabolisme du fer. Cependant, il a été conclu que le GSH ne pouvait pas étre directement
impliqué ou jouer un role essentiel dans la distribution du fer au sein des mitochondries [80].
Fe3* est rapidement réduit en Fe? en présence de GSH : le potentiel réducteur de GSH
étant suffisant pour réduire Fe* en Fe? a pH 7. En plus d'un réle tampon pour Fe?, le
complexe Fe”*GS se lie a des glutarédoxines, protéines nécessaires a 'assemblage des

clusters de fer et a la biosynthése de I'héme.
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ll. Stress oxydant et dysfonction endothéliale

1. Introduction

L’oxygéne, composé indispensable a la vie, peut présenter dans certaines conditions une
forte toxicité. En effet, lors de réactions radicalaires, il peut former des ERO. Ce
métabolisme débute par la formation de l'anion superoxyde (O,"), puis, les réactions
s’enchainant, les processus oxydatifs non compensés par les défenses endogenes
conduisent a un état caractérisant une situation instable et potentiellement délétere : le
stress oxydant. Dans certaines situations physiopathologiques, ce stress oxydant est un
facteur essentiel a la mise en ceuvre de défenses endogénes mais aussi dans certaines

situations telles que le développement d’atteintes cellulaires et de dysfonctions organiques.

Le stress oxydant est un « dénominateur commun biologique » dans un certain nombre
de situations biochimiques, physiologiques et physiopathologiques. Il représente le résultat
d'une production accrue d'espéces réactives et/ou une diminution de leur élimination. Le
stress oxydant joue un réle primordial dans la plupart des étapes-clés intervenant dans la
physiopathologie des maladies cardiovasculaires. Quels que soient les organes, il est
possible de distinguer différentes sources intracellulaires de radicaux libres. Dans
l'insuffisance cardiaque, la production d’ERO est significativement accrue dans le myocarde
défaillant, comme cela a été clairement démontré dans des études cliniques [72,136,137].
De nombreuses démonstrations ont précisé l'implication des radicaux libres cellulaires dans
la régulation redox de fonctions physiologiqgues normales et dans la pathogenese de
diverses maladies [93]. Le stress oxydant est associé, comme nous l'avons signalé, a un
déséquilibre entre facteurs pro-oxydants, antioxydants directs et/ou indirects. Ainsi, les
cellules ont développé des systémes de défense antioxydants intracellulaires élaborés pour
se protéger contre ces dommages oxydatifs. L'équilibre redox de la cellule dépend
principalement du couple redox du fer (et du cuivre) et est maintenu dans d’étroites limites

physiologiques [138].

Un antioxydant est une substance qui, a I'état de trace, inhibe 'oxydation d’un substrat
présent en concentration importante. Dans le plasma, les substances présentes vont orienter
le milieu vers un état oxydatif ou réducteur. Les antioxydants naturels doivent étre

considérés comme des protecteurs indispensables et ils sont classés en fonction leur
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structure chimique et de leur localisation extracellulaire ou intracellulaire. lls existent sous la
forme de vitamines (A, C, E, acide folique) ou de protéines (albumine, ferritine,
céruloplasmine, myoglobine, ...) et sont présents dans tous les liquides de I'organisme :
plasma, liquide céphalorachidien ou liquide synovial. Ces protéines ont un réle majeur dans
la protection cellulaire car elles sont capables de chélater le fer ou le cuivre qui sont des

métaux de transition « facilitateurs » des réactions radicalaires impliquant 'oxygéne.

L’environnement redox cellulaire (réduction-oxydation) se référe au potentiel de réduction
ou a la capacité de réduction dans les compartiments cellulaires. L'état redox cellulaire est
régulé par I'équilibre entre les oxydants cellulaires et les niveaux réducteurs. Les stress
oxydant et réducteur peuvent déclencher des cascades redox et ainsi affecter
I'environnement de la cellule ; ainsi, I'exposition a divers xénobiotiques pourrait déterminer si
une cellule prolifére, se différencie, ou meurt [139]. Ceci est particulierement important a
préciser dans les pathologies cardio-vasculaires, l'athérosclérose et le diabéte. Ces
différentes pathologies sont associées a des états particuliers que sont l'inflammation et
I'apoptose [140].

2. Définition et sources biologiques des espéces réactives de I’oxygéne
(ERQO) et de |I'azote (ERN)

2.1 Définition des ERO et ERN

Les radicaux libres peuvent étre définis comme des molécules ou des composés qui
contiennent un ou plusieurs électrons non appariés, ce qui les rend donc trés réactifs. Les
espéces réactives de l'oxygéne, symbolisées comme nous l'avons signalé par les
abréviations (ERO), et de l'azote (ERN) sont la plus grande classe d'espéces radicalaires
générées dans les systemes vivants. Ces espéces, qui sont donc des intermédiaires
chimiques, sont produites par le métabolisme de la cellule et ont soit des effets bénéfiques

ou délétéres, en fonction de leur concentration dans les cellules [141,142].

Les ERO et ERN comprennent I'anion superoxyde (O,"), le radical hydroxyle (*OH),
le radical carboxyle (CO,"), le monoxyde d’azote (‘NO), le dioxyde d’azote (‘'NO,), ainsi que
les espéces non-radicalaires, le peroxyde d'hydrogene (H,0,), l'acide hypochloreux (HOCI),

I'oxygéne singulet et le monoxyde de carbone (CO).

L’anion superoxyde, formé a partir de 'O, sous I'action d’enzymes de type oxydases

ou mitochondriales, peut étre transformé en peroxyde d’hydrogéne par la voie des
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superoxydes dismutases (SODs), puis en H,O, par la voie des catalases et des glutathion

peroxydases. |l s’agit de voies normales de détoxification et de protection cellulaires.

Mais dans des situations physiopathologiques, le peroxyde d’hydrogéne H,O, peut,
en présence de métaux dits de transition comme le fer (Fe) ou le cuivre (Cu) qui activent la

réaction, conduire a la formation permanente de composés radicalaires hydroxylés.

Des réactions en chaine vont alors s’établir au niveau des différents compartiments
intracellulaires et extracellulaires, passant ainsi des radicaux libres primaires (anion
superoxyde, hydroxyle et monoxyde d’azote) a des radicaux libres secondaires alkyl-alkoxyl
(RO, ROO+ ou NO,). Certaines de ces formes radicalaires ont un rdle de signalisation
intracellulaire et apparaissent comme des « modulateurs » indispensables aux fonctions
cellulaires. Cependant, quand ces processus oxydatifs sont dépassés, des effets toxiques
s’installent, déja de facon réversible, puis irréversible, ce qui conduit a la mort de la cellule
par nécrose ou apoptose. Dans une phase intermédiaire, tous les constituants de la cellule
subissent des déstructurations par oxydation, ce qui aboutit & la formation de dérivés oxydés
des protéines, des lipides et des acides nucléiques. La mise en évidence des espéces
radicalaires principalement dérivées de 'oxygéne est trés délicate. En effet, leurs demi-vies
sont trés courtes, de I'ordre de fractions de millisecondes, hormis pour le 'NO, dont la demi-
vie est en moyenne de quatre secondes. La résonance paramagnétique électronique (RPE)
est la méthode de référence permettant I'identification et la quantification fines des espéces
radicalaires [142], mais son utilisation est délicate a mettre en ceuvre a I'échelle d’études
clinigues. D’autres techniques sont utilisées, comme par exemple I'évaluation des peroxydes
plasmatiques avec le test FORT (Free Oxygen Radicals Testing) [143] ou le dosage des

diméthyl-arginines [144].

Parmi les ERN, le monoxyde d’azote endothélial occupe une place de « pivot
biologigue ». Dans des conditions physiologiques, en présence de son substrat (L-arginine)
et de ses co-facteurs (tétrahydrobioptérine : BH4), les NOS endothéliales (eNOS) produisent
le 'NO. C’est un puissant médiateur gazeux, largement reconnu comme un déterminant clé
de la fonction endothéliale. Le "NO posséde des propriétés physiologiques variées qui, selon
les environnements physiopathologiques, peuvent étre aussi bien bénéfiques que déléteres.
Ses effets vasculaires sont médiés par le GMP cycligue (GMPc), responsable d'une
relaxation. Il peut réguler I'activité de certaines enzymes. Il posséde aussi une action anti-
inflammatoire du fait de son activité inhibitrice de I'activation et de I'adhésion des leucocytes
a l'endothélium, de linhibition de la prolifération des cellules musculaires lisses et de
linhibition de l'agrégation et de l'adhésion plaquettaire [145,146]. || a également des

propriétés antioxydantes par sa capacité a piéger certaines especes radicalaires. Du fait de
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son caractére au maintien d’'une physiologie vasculaire normale, le ‘'NO est qualifié de

molécule endogéne athéro-protectrice (figure 7).

Mais sa réaction avec I'anion superoxyde, aboutissant a la formation de peroxynitrite
et de radical hydroxyle, lui confére aussi des effets cytotoxiques a l'origine d’atteintes
vasculaires et myocardiques. C’est cette toxicité qui intervient au niveau de I'endothélium, au

niveau duquel ces deux composés sont susceptibles d’étre produits.

Oxydation des LDL

Vasodilatation
Agrégation plaquettaire
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Figure 7 : Effets pléiotropes du monoxyde d’azote sur le systéme cardiovasculaire.
Le monoxyde d’azote (eNO) agit en inhibant les mécanismes conduisant a I'athérogenése

tels que l'agrégation plaquettaire, I'adhésion des monocytes, la prolifération des cellules
musculaires lisses, I'oxydation des LDL (low density lipoprotein) et réduit la libération d’anion
superoxyde (O,*). Le eNO favorise la vasodilatation. (D’aprés Boger et al [147]).
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2.2 Sources biologiques de radicaux libres

Comme nous l'avons déja indiqué, la production d’espéces radicalaires est un
phénoméne permanent au sein des organismes vivants et I'essentiel de cette production
physiologique, qui peut aussi devenir pathologique, est liée au métabolisme cellulaire de

I'oxygéne et aux réactions d’'oxydo-réduction.

Plusieurs composants d’'une cellule produisent des ERO dans des conditions
physiologiques normales, comme la chaine respiratoire mitochondriale, ainsi que des
systemes enzymatiques comme la nicotinamide adénosine diphosphate (NADPH) oxydase,
le cytochrome P450, les lipooxygénases, cyclooxygénases, xanthine oxydases, les enzymes
peroxysomales et, sous certaines conditions, les NO synthases (NOS) endothéliales (eNOS)
[148]. Cing complexes multiprotéiques constituent la chaine respiratoire incorporée dans la
membrane interne de la mitochondrie. Les complexes | et Il sont les principaux sites de
production d'O,". Une source importante d’ERO est produite dans les cellules endothéliales
a partir des oxydases (xanthine oxydases, NADPH oxydases). La xanthine oxydase catalyse
I'nydroxylation séquentielle de I'hypoxanthine pour obtenir la xanthine et de l'acide urique.
L'enzyme existe sous deux formes qui different principalement dans leur substrat a oxyder.
La forme déshydrogénase est préférentiellement utilisée. L'activation des NADPH oxydases
peut résulter de la stimulation d'un certain nombre de récepteurs situés a la surface
cellulaire, comme le récepteur de langiotensine |Il, particuliérement important dans
I'nypertension artérielle et l'insuffisance cardiaque. Lors de la stimulation par I'angiotensine Il,
I'activité des NADPH oxydases est augmentée dans les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses, suggérant qu’en présence d'un systéme rénine-angiotensine activé (soit
local ou circulant), un dysfonctionnement dii a une augmentation de la production vasculaire
d'anions superoxydes est a prévoir [149,150]. La stimulation des récepteurs 1 de
I'angiotensine (AT1) par I'angiotensine Il peut conduire a I'activation des phospholipases C et
D (PLC et PLD), qui produisent du diacylglycérol (DAG). La PLC produit également de
l'inositol triphosphate (IP3). La libération de DAG et de calcium médié par I'lP3 active la
protéine kinase C (PKC) [151]. La phosphorylation de la sous-unité p47phox par la PKC est
nécessaire pour permettre la liaison de cette sous-unité avec les autres et ainsi activer les
NADPH oxydases.

Les sources enzymatiques d’ERO impliquées dans certaines pathologies impliquent
des *NO synthases découplées (qui génerent I'anion superoxyde préjudiciable plutét que le
*NO vasoprotecteur). Parmi les nombreuses enzymes produisant des ERO, les NADPH
oxydases, qui sont au nombre de 7 homologues (appelés Nox 1-5 et Duox 1,2), ont un role

particulierement important dans les pathologies cardiovasculaires [15,152]. Le *NO a de
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puissantes propriétés vasodilatatrices, anti-inflammatoires et anti-thrombotiques [153,154].
Le radical libre ‘'NO a une demi-vie courte, de seulement quelques secondes dans un
environnement aqueux. Le ‘NO réagit avec lI'oxygene moléculaire et les ERO pour générer
une gamme de produits d'oxydation. Une réaction de formation d’ERN bien caractérisée est
celle de 'NO avec O,". Cette réaction se produit & des taux de diffusion limitée pour produire
le peroxynitrite, ONOO", qui lui-méme est trés fortement oxydant, et quand il devient protoné,
il subit une scission homolytique pour produire le radical hydroxyle (*OH) et le dioxyde
d'azote (‘NO,). D'autres espéces radicalaires dérivées d'autres molécules endogénes telles

que le CO et I'nydroperoxyle peuvent étre formées dans les systémes vivants.

L’'un des principaux stimulants de la production de 'NO au niveau vasculaire est le
shear stress ou forces de cisaillement et correspond a une libération de ‘NO en réponse aux
forces de cisaillement exercées par I'écoulement du sang. Des composées tels que
I'acétylcholine, I'histamine, et la bradykinine représentent également les principaux facteurs

stimulateurs de la production de ‘NO au niveau endothélial.

Les 'NO Synthases (NOS)

Le 'NO est produit par les NOS, a partir de la L-arginine, en présence d’oxygene et
de cofacteurs. Les NOS se présentent sous trois isoformes : neuronale (NNOS), inductible
(iNOS) et endothéliale (eNOS). Les NOS constitutives (NNOS et eNOS) sont
Ca2+/Calmoduline dépendantes alors que les iNOS sont Ca®" indépendantes [155]. La
eNOS joue un réle majeur dans I'homéostasie vasculaire, via la libération de 'NO et ses
actions vasodilatatrices, antiagrégantes, inhibitrices de la migration et de la prolifération des

cellules musculaires lisses et protectrices de 'oxydation des LDL.

Dans les cellules endothéliales au repos, les NOS se présentent sous forme
monomérique, inactive, mais avec une activité cytochrome P450 réductase. Chaque
monomeére est constitué d’'un domaine N-terminal avec une activité oxygénase et d'un
domaine C-terminal avec une activité réductase, ces deux domaines étant reliés par un site
central qui lie la calmoduline et sont stabilisés par un pont contenant un atome de zinc. Elles
utilisent toutes trois la L-arginine comme substrat, de la (6R-)5,6,7,8-tétrahydro-L-biopterine
(BH4) comme cofacteur et une molécule d’oxygéne au niveau du domaine oxygénase. Le
domaine réductase contient les sites de liaison au nicotinamide adénosine diphosphate sous
la forme réduite (NADPH) et les cofacteurs flaviniques : la flavine adénine dinucléotide (FAD)
et la flavine mononucléotide (FMN). La liaison d’'une molécule d’héme au niveau du domaine

oxygénase provoque la dimérisation nécessaire a 'activité ‘NO synthase.
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La forme active des NOS neuronales et endothéliales nécessite la présence d’'une
protéine régulatrice appelée calmoduline leur conférant une structure tétramérique. Apres
liasison de la calmoduline, il y a un transfert d’électrons intra-enzymatique depuis les
cofacteurs NADPH, FMN et FAD du domaine réductase vers le groupement heme du
domaine oxydase. Ensuite, en présence de BH4 et d’oxygéne, les NOS catalysent la
conversion de la L-arginine en ‘NO a partir de I'un des deux atomes d’azote terminal

chimiquement équivalents du groupe guanidine.

La synthese se fait en deux étapes, la L-arginine est d’abord hydroxylée en N-
hydroxy-L-arginine, puis la L-citrulline et le '"NO sont libérés simultanément et de maniére
stcechiométrique. Pour chaque réaction, une molécule de NADPH est utilisée au niveau du

domaine réductase de I'enzyme comme source d’électrons (Figure 8) [155].

"H,N_ NH,

—
oL

(CH,),

0, + L-Arginine

*NO + Citrulline

Domaine
Oxygénase

Domaine
Réductase

NADP* + H,0

Figure 8 : Représentation schématique de la structure des NOS. Les ‘NO synthases
(NOS) sont constituées de deux domaines réductase et oxygénase reliés par une molécule
de calmoduline (CaM). Des cofacteurs sont indispensables a la biosynthése du monoxyde
d’azote ('NO) : tétrahydro-bioptérine (BH4), flavine adénine dinucléotide (FAD), flavine
mononucléotide (FMN), nicotinamide adénosine diphosphate (NADPH), tout comme leur
substrat la L-arginine (D’aprés Rochette et al 2013 [155]).
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La eNOS est l'isoforme la plus exprimée dans le systéme cardiovasculaire (cellules

endothéliales vasculaires, cardiomyocytes et plaquettes) [156].

L’expression des eNOS et leur activité enzymatique peuvent étre régulées par des
modifications pré ou post-transcriptionnelles. De plus, leur activité catalytique dépend de leur
état de phosphorylation et de la formation du complexe Ca?*/CaM. La L-arginine est 'unique
substrat des NOS et sa biodisponibilité est donc un facteur déterminant dans les processus
de synthése du ‘NO. La concentration intracellulaire de L-arginine excede son Km pour les
NOS d’au moins 2 ou 3 fois, ce qui signifie que la concentration de L-arginine ne devrait pas
étre un facteur limitant de l'activité des NOS et que son administration exogéne ne devrait
pas non plus influer sur I'activité des NOS. Cependant, dans certaines conditions in vitro
(cellules endothéliales de patients diabétiques ou hypertendus) et in vivo (patients atteints de
dyskinésie ciliaire primitive), 'administration de L-arginine augmente la production de ‘NO.
Ce « paradoxe de la L-arginine » suggere que des facteurs autres que la concentration
extracellulaire de L-arginine influencent sa biodisponibilité pour les NOS [157]. Parmi les
facteurs possibles, figurent la co-localisation des NOS et du transporteur de la L-arginine,

I'action des arginases (enzymes dégradant la L-arginine) et I'action des inhibiteurs des NOS.

Dans certaines situations, I'activité des eNOS n’aboutit plus a la formation de ‘NO,
mais a la synthése de O,", aggravant le déséquilibre en faveur du stress oxydant. Les eNOS
sont alors découplées. Les différents mécanismes impliqués dans le découplage des eNOS
comprennent I'oxydation de leur cofacteur essentiel BH4, la déplétion en L-arginine ou

encore I'accumulation de méthyl-arginines (inhibiteurs des NOS) (Figure 9).

La principale cause conduisant les eNOS a perdre leur capacité de convertir la L-
arginine en *NO et L-citrulline est 'absence d’'un cofacteur essentiel tel que BH4, du fait de

son oxydation ou d’'une diminution de son expression.

Au cours du découplage, les électrons sont déviés vers I'oxygéne a la place de la L-
arginine, donnant lieu a une production d’anion superoxyde O, et non plus de *NO,
conduisant ainsi a une majoration du stress oxydant, qui réduira la biodisponibilité de
BH4, mais aussi celle du 'NO [156,158].

Il existe des composés circulants qui possédent des actions inhibitrices des eNOS :
les dérivés méthylés de la L-arginine. lls peuvent inhiber l'activité des eNOS, de fagon
compétitive avec la L-arginine, au niveau du site actif de 'enzyme, mais aussi au niveau des

transporteurs membranaires de L-arginine.
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Figure 9 : Représentation schématique du découplage des NOS. L’absence du
cofacteur tétrahydro-bioptérine (BH,), la présence de peroxynitrite (ONOQO’) ou de dérivés
méthylés de la L-arginine engendre le découplage des ‘NO synthases (NOS). Les électrons
sont déviés vers 'oxygéne et non plus vers la L-arginine conduisant a la production d’anion
superoxyde (O,*) et non plus du monoxyde d'azote ('NO). (D’aprés Rochette et al 2013
[155]).

3. Dérivés méthylés de la L-arginine

3.1 Synthése des dérivés méthylés de la L-arginine

L’arginine, acide aminé contenu dans les protéines, peut subir une méthylation qui
constitue une modification post-traductionnelle majeure impliquée dans de nombreux
processus cellulaires comme la maturation des ARNm, la régulation de la transcription ou
bien la transduction des signaux cellulaires [159]. Cette méthylation est catalysée par des
enzymes appelées protéines arginine méthyl-transférases (PRMTs) qui transferent des
groupements méthyles (CHs) issus de la S-adénosyl-méthionine (SAM) sur un des atomes
d’azote du groupement guanidine terminal des résidus arginines. Ces résidus arginines, ainsi
mono ou diméthylés, de fagon symétrique ou asymeétrique, donnent lieu respectivement a la

formation de N®-monométhyl L-arginine (L-MMA), N® N°-diméthyl L-arginine symétrique
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(SDMA) ou N€ NC-diméthyl L-arginine asymétrique (ADMA). Aprés la formation de L-MMA,
dont la synthése est catalysée par les PRMTs | et Il, un second groupement méthyle peut
étre ajouté par une PRMT de type | conduisant a la formation d’ADMA et de type Il pour la
SDMA [160].

Pour exercer leur rble biologique, les dérivés méthylés de la L-arginine doivent étre
libérés et cela se produit au cours d'une protéolyse, composante essentielle de
’homéostasie cellulaire, qui participe entre autres au « ménage cellulaire » en éliminant les
protéines anormales et a 'approvisionnement en acides aminés nécessaires a la synthése
de nouvelles protéines. Ce rdle est assuré par le systeme protéasome, ou protéasome 26S,
composé des protéasomes 20S et 19S. En général, les protéines qui doivent étre dégradées
sont ubiquitinylées, mais pas exclusivement. C'est le cas pour les protéines dont les
structures se trouvent altérées par un processus oxydatif, qui ne nécessitent pas
d’ubiquitinylation pour étre dégradées et qui sont directement reconnues par le protéasome
20S.

A lissue de cette protéolyse, les résidus méthyl-arginine vont étre libérés en ADMA,
SDMA et L-MMA libres dans le cytoplasme, et ainsi exercer leur réle d’inhibiteurs compétitifs
des NOS, contrairement aux méthyl-arginines liées aux protéines, qui ne peuvent inhiber
I'action des NOS. Le métabolisme des méthyl-arginines est ainsi intimement lié a la synthése
et a la dégradation des protéines méthylées [161]. Les méthyl-arginines ainsi libérées
peuvent soit étre transportées de leur site d’origine soit importées du plasma vers différents
sites par des transporteurs d’acides aminés cationiques, les CATs (cationic acid
transporters) en échange de L-arginine ou d’autres acides aminés cationiques [162,163].
Ces systémes de transport CATs sont impliqués dans I'assimilation et le relargage cellulaire
de la L-arginine [164]. L'activité des CATs, dont il existe plusieurs sous-types, permet le
maintien d’'un équilibre dynamique des acides aminés entre les milieux extra et intra-
cellulaires. La proximité du transporteur CAT1 et des eNOS tend a montrer que l'inhibition
des eNOS par TADMA dépend essentiellement de TADMA plasmatique plutét que de TADMA

intracellulaire.

3.2 Voies de dégradation des méthyl-arginines

Les transporteurs CATs sont également nécessaires a I'élimination des méthyl-
arginines. L’ADMA est principalement métabolisée par voie enzymatique dans le foie et le
rein. Son élimination rénale est quant a elle extrémement minoritaire, au contraire de la

SDMA pour qui I'élimination rénale est la voie exclusive. Pour ces deux voies de
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dégradation, ’TADMA et la SDMA doivent étre transportées de la cellule vers le plasma, pour

atteindre leur lieu de dégradation.

Les diméthylarginine diméthylaminohydrolases (DDAHSs) catalysent I'hydrolyse de
'ADMA et de la L-MMA en une molécule de L-citrulline et une molécule de diméthylamine ou
monométhylamine respectivement. Cette voie de dégradation représente 80% de

I'élimination de TADMA, les 20% restant sont éliminés par excrétion rénale.

La voie d’élimination de la SDMA est quant a elle presque exclusivement urinaire. En
effet, de par leur structure moléculaire, les DDAHs ne peuvent dégrader la SDMA car leur
poche catalytique n’est pas accessible aux molécules de SDMA du fait d’'un encombrement

stérique différent et d’'une instabilité électrostatique [165].

3.3 Réles des dérivés méthylés de la L-arginine

L’ADMA, analogue structurel de la L-arginine, est un inhibiteur compétitif et puissant
de la eNOS [166]. Ainsi, l'accumulation d’ADMA provoque une diminution de la
biodisponibilité de ‘NO, et cette propriété confere ainsi a 'ADMA son rble délétere sur la
fonction endothéliale [167]. Cet impact sur la régulation de la balance oxydative pourrait
prédire le risque de survenue d’événements cardiovasculaires [168,169]. De plus, il a été
montré qu’outre l'inhibition compétitive de la eNOS par 'ADMA, celle-ci provoque également
un découplage de I'enzyme, et donc une majoration du stress oxydatif et de la production

d’anion superoxyde [170].

Contrairement aux propriétés de 'ADMA, la SDMA ne peut inhiber directement les
NOS mais peut altérer son fonctionnement par une diminution de la disponibilité de son
substrat en rentrant en compétition avec ce dernier pour les transporteurs CATs [171]. Du
fait de son incapacité a inhiber directement les NOS, la SDMA a longtemps été considérée
comme biologiquement inactive. Cependant, les travaux des derniéres années montrent que
la SDMA, en raison de son élimination urinaire, serait un nouveau marqueur de la fonction
rénale [172,173]. Certaines données récentes suggérent une voie alternative de dégradation
des diméthylarginines, via la AGTX2 (Alanine-glyoxylate aminotransférase 2), montrant que
cette voie pourrait constituer un lien pathogénique entre l'altération de la fonction rénale et la

SDMA ainsi que I'association entre SDMA et mortalité aprés un AVC [174].

Dans la population générale, il apparait donc, a la vue des travaux récents, que la
SDMA pourrait étre associée a la survenue d’événements cardiovasculaires et ce avec la

méme puissance statistique que TADMA [175].
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Figure 10 : Schéma de la synthése et des fonctions des dérivés méthylés de la L-
arginine, du monoxyde d’azote. L’ADMA et la SDMA libres sont des composés issus de
la protéolyse de protéines méthylées au niveau de leurs résidus arginine. L’ADMA est un
inhibiteur compétitif des NOS contrairement a la SDMA qui ne modifie pas directement
l'activité des NOS. En revanche, la SDMA peut interférer avec le transport cellulaire de la L-
arginine au niveau des transporteurs CATSs. La biodisponibilité du *NO se trouve donc sous
la dépendance ces deux composés. L‘ADMA est principalement dégradée par les DDAHs de
type 1 et 2 mais aussi par AGTX2. La SDMA est exclusivement éliminée par voie rénale.
(D’aprés Lorin et al 2014 [154]).

ADMA: diméthyl-arginine asymétrique; AGTX2 :alanine-glyoxylate amino-transférase 2 ; BH, : tétra
hydrobiopterine; CATs: cationique AA transporteurs; DDAHs: diméthyl-arginine diméthyl-
aminohydrolases; DMA: diméthylamine; DMGV: a-keto-8-(N(G),N(G)- diméthyl-guanidino) acide
valérique; Hcy: homocystéine; L-Arg : L-arginine; LDL: low-density lipoprotéine; L-MMA: monométhyl-
L-arginine; Met: méthionine; NADPH: nicotinamide dinucléotide phosphate; NO: monoxyde d’azote; NOS
: NO synthase; PRMTs: protéine arginine méthyl-transférase; SAH : S-adénosyl homocystéine SAM :
S-adénosyl méthionine ; SDMA: diméthyl-arginine symétrique.
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lll. Etiologie des pathologies cardiovasculaires

Nous tenterons dans ce chapitre d’établir une synthése des différents processus
radicalaires qui sous-tendent I'initiation et le développement des atteintes vasculaires et

myocardiques qui participent aux processus cellulaires accompagnant I'IlDM.

1. Stress oxydant et dysfonction endothéliale

Dans des conditions normales et au niveau de toutes les cellules d'un tissu, il existe
un équilibre entre la formation radicalaire et le stress oxydant. Les especes radicalaires
impliguées dans la signalisation redox jouent alors un réle majeur dans le devenir et
l'adaptation de la cellule a son environnement. La cellule peut ainsi soit s’installer en

quiescence, ou proliférer, ou s’autodétruire ; c’est ce qui se passe lors de I'apoptose.

Les phénomeénes inflammatoires ont un rdle majeur dans la genése d’un stress
oxydant. En effet, les médiateurs de linflammation déclenchent une migration et une
activation des polynucléaires neutrophiles qui s’accompagnent de la production d’ERO,
déversés dans le milieu extracellulaire et qui peuvent alors déclencher, entretenir puis
amplifier les réactions inflammatoires. On retrouve ainsi, au cours des états inflammatoires
chroniques ou aigus, des anomalies tissulaires pouvant étre le résultat de ces phénomeénes

oxydatifs.

Le stress oxydant est l'un des facteurs qui participe a [linstallation de
dysfonctionnements importants au niveau du systéme cardiovasculaire. Concernant
I'athérosclérose, l'initiateur principal de la lésion serait I'interaction entre les lipoprotéines
oxydées circulantes (LDLox) et les macrophages tissulaires. L’oxydation des LDL, sous
'action des ERO, empéche leur reconnaissance par des récepteurs spécifiqgues, mais les
LDLox sont reconnus par des récepteurs macrophagiques. Les macrophages sont chargés

d’endocyter ces LDLox et deviennent alors des cellules spumeuses.

Les ERO ont aussi été impliquées dans les incidences métaboliques st fonctionnelles
de la séquence d’ischémie-reperfusion rénale, gastro-intestinale, cérébrale et cardiaque en
particulier [176]. La reperfusion d'un organe ischémié s’accompagne d’altérations

spécifiques associées a un phénomeéne de stress oxydant.

Concernant les cellules endothéliales, dans des conditions physiologiques, les
systemes de défense antioxydants endogenes maintiennent un équilibre entre la production
de 'NO et de O,* pour minimiser leurs interactions et ainsi réguler I'état redox de ces

cellules. Cependant, cette balance peut étre altérée dans de nombreuses pathologies
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cardiovasculaires, conduisant a 'augmentation des anions superoxydes et a une diminution
du ‘NO biologiquement actif. Ainsi, 'augmentation de la production d’ERO, qui se traduit par
une diminution de la biodisponibilité du "NO biologiquement actif, participe aux phénoménes

de dysfonction endothéliale.

Dans la dysfonction endothéliale, la mise en évidence d’une augmentation de la
dégradation du ‘NO par les radicaux libres a été réalisée par la démonstration d’effets
vasomoteurs de substances possédant une activité de chélation ou de dégradation des
radicaux libres. En effet, 'administration de polyéthyléne glycol superoxyde dismutase (PEG-
SOD) améliore la relaxation  endothélium-dépendante  chez des lapins
hypercholestérolémiques [177]. Un effet similaire de la SOD ou d’autres molécules anti-
oxydantes a été retrouvé dans diverses situations comme le diabéte, I'hypertension
artérielle, la transplantation d’organes, la reperfusion post-ischémique ou linsuffisance
cardiaque. De la méme fagon, 'administration de molécules antioxydantes chez ’'homme, en
particulier la vitamine C, augmente les réponses vasodilatatrices dépendantes de
'endothélium chez des sujets diabétiques, hypertendus ou présentant une insuffisance
coronaire [178]. Il a été démontré au sein de notre Laboratoire qu'un accélérateur de la
décomposition du peroxynitrite conférait un certain degré de cardioprotection en situation

d’ischémie-reperfusion mimant in vitro une cardioplégie clinique [179].

Une augmentation de la production d’anions superoxydes a pu étre mesurée sur des
segments de veines saphenes prélevées chez des patients diabétiques ou
hypercholestérolémiques [180]. Les radicaux libres favorisent I'expression de molécules
d’adhérence endothéliales ou de facteurs chimiotactiques, participant ainsi a 'augmentation
d’adhésion de leucocytes caractéristique de la dysfonction endothéliale. Il est cependant
difficile de déterminer si 'augmentation d’adhésion induite par les radicaux libres est un effet
direct ou secondaire a la baisse de ‘NO, car le ‘NO exerce des effets opposés sur ces
mémes expressions. Enfin, les radicaux libres peuvent également stimuler I'hypertrophie et

la prolifération cellulaire, en particulier au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires.

2. Fer et pathologies cardiovasculaires

Le fer est nécessaire pour les cellules en raison de sa capacité a transporter
I'oxygéne et les électrons. Récemment, les conséquences d’une carence ou d’'une surcharge
en fer dans I'organisme ont bien été démontrées montrant I'implication du fer dans I'étiologie
de plusieurs maladies chroniques, dont le diabéte, les maladies cardiovasculaires et les

cancers. Le fer a des fonctions biologiques vitales ; par exemple, il est nécessaire a la
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formation de I'hémoglobine, de la myoglobine et de nombreux groupes enzymatiques.
Pendant longtemps, l'influence de la carence en fer a été sous-estimée, en particulier en
termes d'aggravation des maladies cardio-vasculaires et dans le développement de l'anémie.
Le traitement de I'anémie des patients atteints d'insuffisance cardiaque chronique (ICC) avec
altération de la fraction d'éjection du ventricule gauche (FEVG) repose traditionnellement sur

les agents stimulant I'érythropoiése (ASE) [19].

En revanche et paradoxalement, 'accumulation de fer provoque des dysfonctions
d'organes par le biais de la production d'espéces réactives de I'oxygene. Le couple redox du
fer sert d’'intermédiaire au transfert d’électrons célibataires a travers les réactions réversibles
d’oxydo-réduction de Fe®* et Fe®'. Le fer est un métal essentiel pour la synthése de
I'hémoglobine dans les érythrocytes, pour les réactions d'oxydo-réduction et pour la

prolifération cellulaire [181].

Les dysfonctions myocardiques peuvent résulter d’'un déséquilibre dans les
mécanismes programmés pour stabiliser le stress oxydant. De plus en plus de données
suggerent que les modifications impliquées dans le stress oxydant seraient dues aux métaux
ioniques comme le fer. Chez les patients souffrant d'insuffisance cardiaque consécutive a
une cardiomyopathie dilatée, nous avons démontré des altérations dans les taux de fer dans
les différentes parties du myocarde et qui étaient reliées aux parametres fonctionnels. Ces
résultats ont montré une relation entre les troubles du métabolisme du fer et la gravité des

pathologies cardiaques [72].

2.1 Carence martiale et insuffisance cardiaque

Dans linsuffisance cardiaque, les études récentes montrent bien qu’il faut
s’intéresser plutét au déficit en fer qu’a 'anémie. En effet, bien que I'anémie soit fréquente
dans l'insuffisance cardiaque, la carence martiale I'est davantage et est aussi plus précoce.
Les données épidémiologiques montrent qu’un insuffisant cardiaque sur deux est carencé en

fer.

Cependant, les résultats de I'étude RED-HF [182] n’ont pas montré de bénéfice d’'un
traitement par EPO dans ce contexte, alors qu’était observée une tendance a I'amélioration
sous supplémentation en fer. Ceci peut s’expliquer par l'interaction de plusieurs mécanismes
a l'origine de I'anémie dans l'insuffisance cardiaque, tels que '’hémodilution, la dysfonction
rénale, les cytokines proinflammatoires, la baisse de la perfusion de la moelle osseuse ou

méme certains traitements comme les IEC [183]. Il peut aussi y avoir un défaut d’apport
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favorisé par une malnutrition ou une malabsorption secondaire de I'oedéme des tissus
digestifs suite a la congestion, 'augmentation de la sécrétion d’hepcidine et/ou des pertes
gastro-intestinales par hémorragies distillantes, secondaires aux traitements antiagrégants
plaquettaires ou anticoagulants. Ces mécanismes sont a l'origine d’'une diminution du stock
en fer et donc d’une carence martiale absolue. Il existe tout particulierement un lien étroit
entre insuffisance rénale, sécrétion d’EPO et insuffisance cardiaque. |l est fréquent
d'observer des taux élevés d’EPO chez ces patients, d’autant plus que Tlinsuffisance
cardiaque est sévere, liés a I'hypoperfusion rénale engendrée. Ainsi, 'anémie de l'insuffisant
cardiaque surviendrait sur fond de résistance a 'EPO, expliquant I'échec de traitement par
EPO dans RED-HF. Cette résistance a 'EPO peut provenir d’'un déficit en fer. En effet, dans
cette étude, la moitié des patients présentaient un déficit martial selon la définition de la
carence martiale de I'époque. Le CST médian était de 20 % (un taux < 15 % était un critére
d’exclusion) et le taux médian de ferritine était de 100 pg/L. Sous EPO, les patients ont eu
tendance a développer un déficit en fer, probablement car ils n’étaient pas assez

supplémentés en fer.

Chez l'insuffisant cardiaque (IC), il est admis qu'il existe un déficit absolu en fer avec
des stocks faibles. Dans les maladies rénales chroniques, un déficit fonctionnel a été
suggéré, dont la cause serait I'inflammation, provoquant une élévation de la sécrétion
hépatique d’hepcidine, a l'origine d’'un déficit fonctionnel en fer [184]. Ce type de déficit
fonctionnel peut aussi se rencontrer chez l'insuffisant cardiaque, bien que les mécanismes
different dans une infection et dans l'autre. En effet, dans I'lC, un syndrome inflammatoire
par le biais des cytokines pro-inflammatoires, dont I'lL-6, augmente la sécrétion
hépatocytaire d’hepcidine, diminuant l'absorption du fer qui est alors piégé par les
macrophages, entrainant une diminution de sa mobilisation et donc une carence martiale

fonctionnelle.

Le diagnostic de carence martiale, absolue ou fonctionnelle, repose sur I'analyse de
deux biomarqueurs, la ferritine et le coefficient de saturation de la transferrine, dont le
dosage, a co6té de celui de 'hémoglobine, est désormais recommandé chez les patients
insuffisants cardiaques par la Société européenne de cardiologie (recommandation de
classe | et de niveau C) [185]. Une ferritinémie basse, inférieure a 100 pg/L, définit une
carence martiale absolue et le coefficient de saturation de la transferrine est alors également
diminué (< 20 %). Un coefficient de saturation de la transferrine diminué (< a 20 %), en
présence d’'une ferritinémie normale ou méme légérement élevée (entre 100 et 300 pg/L),

définit une carence martiale fonctionnelle (figure 11).

55



Carence martiale

1 1
Carence martiale absolue Carence martiale fonctionnelle
(CMA) (CMF)

Baisse des réserves en fer de |"organisme
par défaut d'apport ou pertes sanguines
=» Ferritine (protéine de stockage)

Mobilisation insuffisante du fer quel que soit
I'état des réserves =» Coeff Saturation
Transferrine (protéine de transport)

Fer
des réserves

Fer fonctionnel Fer

(Hb)

des réserves

Fer fonctionnel
(Hb)

Fer
des réserves

Fer fonctionnel
(Hb)

Fer de

transpor

R |

Fer de
transpor

Fer de
transport

S

Ferritinémie (< 100 ug/l) CST % <20 % |

I Ferritinémie - (> 100 pg/l) ou 7 (< 300 pg/I) CST ¥ < 20 %

Anémie ferriprive

Anémie inflammatoire

P

- _—

Figure 11 : Deux types de carence martiale dans I'insuffisance cardiaque : absolue
et fonctionnelle. (D’aprés Galinier 2013 [186].)

Il est important de préciser que ces valeurs seuils de ferritinémie et de CST
correspondent aux recommandations du traitement de l'insuffisance cardiaque et qu’il existe
également d’autres définitions de carence en fer absolue et fonctionnelle concernant d’autres
spécialités, telles que l'anesthésie, la gastroentérologie, I'oncologie ou bien encore la

néphrologie, avec des valeurs seuils différentes.

De méme, les recommandations de 'ESC ne sont pas spécifiques et il N’y a pas de
cut-off défini pour la ferritinémie en contexte inflammatoire comme en phase aigué

d’infarctus du myocarde par exemple.

En France, un consensus d’experts concernant le diagnostic et la prise en charge de

la carence martiale chez les patients insuffisants cardiaques a été publié [187].

L’étude de Jankowska a montré que le déficit en fer, évalué par le dosage du
récepteur soluble a la transferrine, augmentait avec la classe NYHA de linsuffisance

cardiaque, mais que le taux d’hepcidine diminuait également, a l'inverse de ce qui est
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constaté dans l'insuffisance rénale, avec une diminution dans l'insuffisance cardiaque moins

nette en cas d’anémie ou d’inflammation associée [188].

Dans l'insuffisance cardiaque systolique, ses précédentes études ont montré qu’une
carence martiale était associée a une augmentation de la morbi-mortalité, indépendamment
d’'une anémie concomitante [189,190]. Les patients IC avec un taux faible d’hepcidine

avaient un risque de mortalité plus élevée, indépendamment de 'anémie.

Le traitement de la carence en fer est actuellement une voie prometteuse pour
améliorer le pronostic de l'insuffisance cardiaque. L’étude FAIR-HF montre une tendance a
'amélioration des patients avec insuffisance cardiaque systolique traités par fer par voie
intra-veineuse (vs. placebo), qu’ils présentent une anémie ou non [191,192]. En effet, un
traitement par injections de fer (carboxymaltose ferrique) est associé a une amélioration des
symptdmes et de la classe fonctionnelle de la NYHA (critéres primaires) ainsi que des scores
de qualité de vie et de durée de marche au test de 6 minutes (critéres secondaires), sans
effets indésirables, en dehors de quelques troubles gastro-intestinaux, en particulier sans

réaction d’hypersensibilité sévére.

Deux méta-analyses démontrent que I'apport en fer intraveineux, chez des patients
présentant une carence martiale avec ou sans anémie, diminue significativement les
hospitalisations (— 49 et 74 %), sans cependant réduire significativement la mortalité (— 27 et
34 %) [193,194].

L'étude CONFIRM-HF a comparé un traitement par fer intra-veineux, le
carboxymaltose ferrique, avec un placebo, chez des insuffisants cardiaques de classe Il et 11l
de la NYHA présentant un déficit en fer. La durée du traitement a été de 1 an. Les résultats
montrent une augmentation significative de la distance parcourue au test de marche de 6
minutes a la semaine 24, critére principal d’évaluation, chez les patients traités par
carboxymaltose ferrique. Les investigateurs ont également observé une amélioration
significative de la qualit¢é de vie et de la classe NYHA. Enfin, un traitement par
carboxymaltose ferriqgue conduit a une diminution significative du risque d’hospitalisation
[195].

2.2 Pathologies coronariennes et IDM

Des études observationnelles ont indiqué que I'exposition élevée au fer peut étre
associée a un risque plus élevé de maladie coronarienne. Les preuves épidémiologiques,

cependant, restent encore ambigués. Certaines études n’ont retrouvé aucune association ou
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bien une association inverse entre I'exposition au fer et lincidence de la maladie
coronarienne ou la mortalité. Récemment, les caractéristiques de 32 cohortes provenant de
21 études ont été rapportées [196]. Dans cette méta-analyse quantitative regroupant des
études de cohorte prospectives, I'apport total en fer était inversement associé a l'incidence
de la maladie coronarienne, tandis que l'apport en fer héminique était positivement associé
avec l'incidence des coronaropathies. Le fer non héminigue n'a pas été retrouvé comme un
facteur associé a l'incidence de la maladie coronarienne. En revanche, le fer héminique
augmente le risque de maladie coronarienne. Une hypothése pour expliquer ces résultats
réside en la biodisponibilité du fer, le fer héminique étant plus absorbé au niveau intestinal

que le fer non héminique [197].

Il a été proposé qu'un état d'appauvrissement soutenu en fer ou qu’'une légére
carence en fer pouvait exercer une action protectrice primaire contre la coronaropathie,
appelée « I"'hypothése du fer» ; I'effet protecteur d’'une déplétion en fer, qui pourrait avoir
plusieurs conséquences bénéfiques, est due a une diminution de la disponibilité en fer. Une
critique persistante de I'hypothése du fer est que I'athérosclérose peut ne pas étre une
caractéristique importante de 'hnémochromatose héréditaire (HH). L’'HH est une pathologie
autosomale récessive, cliniguement et génétiguement hétérogéne, avec des troubles
d’apparition tardive, conduisant a l'accumulation d'excés de fer dans de nombreux tissus,
dont le cceur. Les données épidémiologiques quant a I'implication possible des variations du
géne HFE dans le développement de [Iathérosclérose sont equivoques [198,199].
Récemment, 'objectif d'une étude a été d'évaluer I'association de quatre variants du géne
HFE au risque de maladie coronarienne. Certaines mutations du géne HFE ont été
démontrées comme étant associées a une surcharge en fer et a une maladie coronarienne
[200]. Fait intéressant, les mutations du géne HFE sont associées a une augmentation du
risque de 70% de survenue de maladie coronarienne chez les femmes, mais pas chez les
hommes [201].

Les fonctions diastolique et systolique ventriculaires gauches de patients atteints de
pathologies telles que 'HH ou la B-thalassémie, peuvent étre atteintes directement par des
dépb6ts de fer. L'association entre arythmie cardiague et HH est maintenant bien
documentée. De nombreuses études ont décrit des cas d'arythmie survenant dans un
contexte d'insuffisance cardiaque due a une surcharge en fer. Le principal tableau clinique
est celui de I'insuffisance cardiaque congestive progressive avec arythmie, dont I'autopsie a

confirmé la surcharge excessive en fer du coeur [202]. Il est donc difficile de déterminer si
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'arythmie des sujets atteints d’HH est directement liée a la surcharge en fer systémique

plutét qu’a l'insuffisance cardiaque.

Récemment, une étude a révélé que lincidence des troubles du rythme
supraventriculaire et ventriculaire était plus élevée dans les groupes combinés d’HH que

dans des groupes contrdles de volontaires sains appariés sur I'age et le sexe [203].

Dans la thalassémie, des anomalies de I|'électrocardiogramme sont fréquentes. On
retrouve des modifications de la fréquence cardiaque et un intervalle QT corrigé allongé
(QTc), indépendamment du statut cardiaque en fer. Des anomalies de la repolarisation, un
l'intervalle QTc allongé, une déviation axiale gauche et des ondes T négatives sont de
puissants prédicteurs de surcharge myocardique en fer [204]. En ce qui concerne l'incidence
de la surcharge en fer, les patients présentaient des altérations plus marquées des fonctions
systoligue et diastolique ventriculaire gauche, avec notamment une altération du strain rate
de la paroi libre de [loreillette gauche, facteur associé a la survenue darythmies

supraventriculaires chez ces patients atteints de thalassémie [205].

Les patients atteints de cardiomyopathie par surcharge en fer présentent une
altération des fonctions systolique et diastolique ventriculaire gauche et ont une susceptibilité
accrue de développer des épisodes de fibrillation auriculaire (FA). Le développement
d’épisodes de FA reste insuffisamment compris et peut varier considérablement selon le type
de pathologie sous-jacente. Dans toutes les pathologies de surcharge en fer, les études ont
documenté les effets bénéfiques a long terme des traitements par chélation du fer sur les

anomalies électrocardiographiques [206,207].

Environ un tiers des patients atteints d'IC et 10 a 20% de ceux atteints de
coronaropathie présentent une anémie [183]. Le traitement de I'anémie des patients atteints
d'IC avec une altération de la fraction d'éjection ventriculaire gauche repose
traditionnellement sur les agents stimulant I'érythropoiése (ASE) [19]. Récemment, de
grands essais randomisés sur les ASE et la supplémentation en fer par voie intra-veineuse
ont montré que les ASE n’entrainaient pas d’amélioration des critéres de jugement cliniques,
mais que la supplémentation par fer intra-veineux améliorait les symptémes de I'IC [208].
Chez les patients atteints d’IC, I'érythropoiétine (EPO) est fortement exprimée, et une étroite
corrélation entre EPO et IC a été démontrée [209]. La correction d’'une anémie avec 'EPO
réduit la morbi-mortalité chez les patients atteints de maladie rénale chronique et des études
récentes ont montré que la méme approche n'était pas toujours aussi bénéfique chez les

patients atteints d’IC. L'utilisation d'EPO pour le traitement de 'anémie des patients atteints
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du syndrome cardio-rénal est associée a une augmentation du risque de déceés, ainsi qu'a
une tendance a I'augmentation du risque de survenue d'événements cardiovasculaires et
d'AVC [210].

L'un des aspects intéressants de I'épidémiologie de I'athérosclérose est la différence
d’'incidence entre les sexes. Dans tous les groupes d'age, les femmes ont un risque
d'infarctus du myocarde (IDM) plus faible que les hommes. Les observations
épidémiologiques et les résultats d’essais cliniques contrblés récents suggérent que ce ne
sont pas les cestrogénes qui protegeraient les femmes. Une hypothése alternative est que le
risque plus faible de coronaropathie chez les femmes serait di aux difféerences de genre
dans le métabolisme du fer. Il a été suggéré que c’était la baisse des réserves en fer de
I'organisme, et non la perte des fonctions ovariennes, qui expliquait les différences entre les

hommes et les femmes dans le développement de la maladie coronarienne [200].

Les liens entre métabolisme des différentes formes de fer et risque d’événements
cardiovasculaires apparaissent difficiles a vérifier avec certitude. Des études indiquent
gu'une consommation importante de viande rouge et/ou transformée est liée a un risque
accru de maladies cardiovasculaires et/ou de déces. Ces associations ont été attribuées, au
moins en partie, a la teneur en fer héminique contenu dans la viande rouge [211]. Des
études prospectives ont étudié I'association entre I'apport de fer héminique et de fer non
héminique et le risque d'IDM fatals et non fatals. Les résultats ne confortent pas 'hypothése
que le fer alimentaire augmente le risque de maladie coronarienne. lls suggérent cependant
qgu'un apport élevé en fer héminique est associée a un risque accru d’'IDM [212,213]. Une
étude prospective récente a examiné I'apport de fer héminique et non héminique par rapport
au risque d’'IDM fatals et non fatals séparément. Dans cette étude, une association positive
entre la consommation de fer héminique et le risque d’'IDM fatals a été retrouvée, plus
particulierement chez les hommes ayant de faibles apports en calcium, magnésium et en
zinc. Il a ainsi été émis I'hypothése que, dans des conditions de faible apport de minéraux,
les interactions entre le fer et 'apport de minéraux pourraient conduire a une absorption

accrue de fer [214].

Dans le cadre de cette réflexion sur les hypothéses déléteres des apports en fer, de
son métabolisme et du risque cardiovasculaire, une orientation nouvelle s’est faite vers le

réle que pourrait jouer les hormones telles que 'hepcidine.
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Depuis la découverte de I'hepcidine, de nombreuses équipes travaillent sur une
meilleure compréhension de son rble dans différentes pathologies, notamment dans
l'insuffisance rénale, les maladies chroniques inflammatoires mais aussi aiglies. Du fait du
rble majeur du fer dans différentes pathologies cardiovasculaires telles que la
cardiomyopathie par surcharge en fer, les Iésions d’ischémie-reperfusion ou I'athérosclérose,

il devient primordial de mieux connaitre I'implication de I'hepcidine dans ces pathologies.

Son expression dans des cellules myocardiques de rats a été démontrée par Merle et
al., qui ont montré une augmentation de I'expression de I'hepcidine dans les cceurs de rats

exposés a des situations d’hypoxie ou chez qui était injectée de I'huile de térébenthine [76].

Par la suite, 'expression de 'hepcidine par les cardiomyocytes a été démontrée chez
des rats chez qui était provoqué un infarctus du myocarde, avec un taux d’expression qui
augmentait un jour aprés l'infarctus [77]. |l s’agit la d’'un contexte inflammatoire ou le taux de
cytokines proinflammatoires est élevé et ou I'’hepcidine semble jouer un réle essentiel dans

’homéostasie du fer et la génération d’ERO.

Puis, il a été découvert une isoforme plus courte d’hepcidine, de 20 acides aminés
(hepcidine-20), dans le sérum humain. Suzuki et al. ont montré que I'augmentation de la
concentration de cette isoforme dans le sérum de patients présentant un syndrome coronaire
aigu était plus précoce et plus fugace en phase aigué, rendant son dosage plus sensible en

phase aigué que celui de I'hepcidine-25 [215].

Concernant la régulation de I'hepcidine, un travail a récemment montré une
upregulation de 'hepcidine dans le myocarde ischémique de rats avec une augmentation de
I'expression d’hepcidine par le myocarde infarci et aussi une élévation du taux sérique
d’hepcidine chez ces rats. Les auteurs suggérent que cette upregulation de I'hepcidine, lors
d’'une ischémie myocardique permettrait de réduire la toxicité tissulaire du fer et ainsi de

protéger le myocarde d’une atteinte tissulaire irréversible [216].

Dans le contexte de la protection myocardique, I'état vasculaire coronaire conditionne
la mise en ceuvre efficace des processus de protection endogéne. La limitation de
'extension des altérations vasculaires liées a I'athérosclérose est un des objectifs de

certaines thérapeutiques.

Le mécanisme par lequel le fer peut stimuler I'athérogenése a été intensivement
étudié. Il existe de nombreuses revues disponibles sur les connaissances actuelles a I'égard

de l'athérosclérose. L’athérogenese est caractérisée par des processus inflammatoires,
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menant a la formation des plaques, puis a la rupture de plague et a la thrombose artérielle.
Les lésions d’athérosclérose sont précédées des stries lipidiques, avec I'accumulation de
cellules lipidiqgues surchargées, en dessous de I'endothélium. La plupart des cellules dans
ces stries lipidiques sont des macrophages, associés a des cellules T. La migration, a
travers I'endothélium, des leucocytes est un mécanisme inflammatoire fondamental dans
l'athérogenése. Ce processus est en partie médié par linteraction entre les molécules
d'adhésion endothéliales et leurs ligands sur les monocytes [217]. Des études
épidémiologiques et des données expeérimentales suggerent que le fer est impliqué dans
I'apparition de I'athérosclérose. La relation entre le fer et I'athérosclérose est complexe et
reste contradictoire. Le stress oxydant joue un rdle important dans ['étiologie de
I'athérosclérose et des métaux de transition tels que le fer aggravent ce stress oxydant. Le
fer joue un réle majeur dans la pathogenése de I'athérosclérose, principalement en agissant
comme un catalyseur pour les modifications des LDL dans I'athérosclérose. En outre, les
macrophages jouent un réle clé dans l'athérogenése par leur action pro-inflammatoire, qui
impligue la production d'IL-1B et du tumor necrosis factor TNF. Dans notre Laboratoire, nous
avons démontré que chez les lapins, I'hypercholestérolémie induisait une augmentation
tissulaire des taux d’anion superoxyde dans l'aorte. Notre modéle expérimental s’est axé sur
le stade trés précoce de l'athérogenése lorsque les macrophages adhérent a la couche
endothéliale [218].

Des cytokines pro-inflammatoires induisent I'absorption du fer par les monocytes et
les macrophages. Le fer provoque le recrutement de monocytes au niveau de I'endothélium
en modulant I'expression des molécules d’adhésion cellulaire sur I'endothélium. Les
chélateurs de fer limiteraient l'installation de ces événements médiés par le fer [219]. La
chélation du fer par la déféroxamine ralentit les premiers stades de l'athérosclérose,
probablement en diminuant les niveaux de fer [220]. Les patients atteints de coronaropathie
ont des altérations de la vasodilatation endothélium-dépendante en réponse a la
méthacholine par rapport aux sujets témoins sains, et la déféroxamine améliore la réponse
du flux sanguin a la méthacholine chez les patients atteints de coronaropathie. Ainsi, la
chélation du fer améliore la vasodilatation endothélium-dépendante médiée par le ‘"NO chez

ces patients [221].

Dans les études cliniques, le role spécifique du fer dans I'athérogenése est souvent
controversé [222]. Chez les patients présentant des Iésions d’athérosclérose, le fer a été
détecté dans les plaques coronaires. Sur des biopsies d’artéres coronaires de patients
atteints de cardiopathie ischémique et d’athérosclérose, nous avons observé que la teneur
en fer était élevée et associée a une augmentation de la peroxydation lipidique [136]. Une

majorité de données sont compatibles avec I'hypothése selon laquelle des taux élevés de fer
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pourraient contribuer au développement de I'athérosclérose en tant que facteur dans cette
maladie multifactorielle. Toutefois, certaines données épidémiologiques suggerent que des
réserves élevées de fer représentent un facteur de risque indépendant de coronaropathie
[223].

3. L'hepcidine, agent cytoprotecteur endogéne dans la physiopathologie
cardiovasculaire : cibles thérapeutiques possibles?

La présence d'hepcidine dans le flux sanguin souléve des questions sur sa fonction
au sein de ces compartiments. Le role de I'hepcidine comme agent antimicrobien est bien
établi [224] et comme le secteur plasmatique joue un rble important dans les défenses
naturelles contre l'inflammation, il est probable que I'hepcidine ait un réle dans la protection

cellulaire.

Les LPS modulent leurs effets via TLR4, pour l'induction de génes proinflammatoires.
Ces LPS, puissants inducteurs de cytokines proinflammatoires, sont responsables des chocs
endotoxiniques [225]. Le choc endotoxinique est associé a une réponse proinflammatoire et
a une hyposidérémie [226]. L'hepcidine a émergé comme le médiateur pathogéne possible
de lhyposidérémie. Chez les souris avec cholestase, un prétraitement par hepcidine a
renversé les effets indésirables de l'administration de LPS et a ainsi réduit la mortalité
précoce. Dans ce modéle expérimental, un prétraitement par hepcidine recombinante a
réduit de facon significative les cytokines proinflammatoires induites par les LPS et les

Iésions hépatocellulaires [227].

La protection myocardique a pour but de prévenir la dysfonction myocardique post-
ischémique réversible et la mort cellulaire myocardique irréversible (infarctus du myocarde)
qui se produisent a la suite d’'une ischémie myocardique et/ou de lésion d’ischémie-
reperfusion. La circulation extra-corporelle (CEC) et la période nécessaire d'ischémie-
reperfusion au cours des interventions de chirurgie cardiaque sont des situations qui
favorisent la majoration du niveau de stress oxydant. Les Iésions de reperfusion se
produisent, par exemple, aprés un pontage aorto-coronarien lorsque le myocarde ischémié
est a nouveau réalimenté. Ses manifestations les plus graves sont I'arythmie et la sidération
myocardique, qui sont associées a la production de radicaux libres [228,229]. Le rble du fer
dans une lésion de reperfusion a été démontré par des preuves indirectes : pendant le
syndrome de reperfusion, la liaison du fer a la déféroxamine, un chélateur du fer, protége le
myocarde soumis a une séquence d’ischémie-reperfusion. La diminution significative du

niveau de l'apoptose dans les cceurs traités par déféroxamine pourrait étre considérée
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comme une preuve d'un lien étroit entre la chélation du fer, le stress oxydant et la promotion
de la mort par apoptose dans les Iésions d'ischémie-reperfusion [230,231]. L’hypoxie aboutit
a une upregulation importante de I'ARNm de I'hepcidine et de l'expression de la protéine
dans le cceur, suggérant que I'hepcidine aurait un réle important dans le développement des
pathologies cardiaques [232]. La circulation extra-corporelle est un modéle pratique et trés
pertinent pour étudier de nouveaux biomarqueurs d’insuffisance rénale aigué (IRA).
L’hepcidine urinaire a été suggérée comme biomarqueur potentiellement candidat d’'IRA
[233]. Dans une étude clinique, les relations entre les variations d’hepcidine sérique, les
concentrations d'hepcidine urinaire, et le ratio hepcidine/créatinine urinaires ont été
examinées dans une cohorte de patients subissant une chirurgie cardiothoracique sous
CEC. L’hepcidine urinaire et le rapport hepcidine/créatinine se révelent étre des
biomarqueurs d’'IRA aprées CEC, avec une association inverse entre l'augmentation a 24
heures et le risque d’IRA dans les cing premiers jours post-opératoires [234]. Récemment, il
a été rapporté que les taux d’hepcidine sériqgue et d’hepcidine urinaire augmentaient
immédiatement aprés l'intervention ainsi qu'a 24 heures post-opératoires [235]. Dans cette
étude de 100 patients subissant une chirurgie cardiaque, des concentrations basses
plasmatique et urinaire d'hepcidine préopératoires étaient des facteurs prédictifs de mortalité
intra-hospitaliere. Ces résultats suggérent que I'hepcidine joue un réle important dans la

modulation et la détermination de I'évolution et de I'issue des maladies inflammatoires.

L'insuffisance cardiaque chronique (ICC) est une maladie -cardio-vasculaire
caractérisée par un taux élevé de mortalité. L'anémie est une comorbidité commune chez
ces patients et est associée a un mauvais pronostic. Cependant, la physiopathologie exacte
de l'anémie chez ces patients n’est pas encore totalement comprise et représente un
processus complexe et multifactoriel [236]. Les patients présentant une ICC et qui

deviennent anémiques ont des taux plus élevés d'hepcidine sérique [237].

Au final, comme nous I'avons déja précisé ci-dessus, plusieurs travaux suggérent que
les concentrations d'hepcidine pourraient étre utilisées pour déterminer le risque
cardiovasculaire. L’hypothése actuelle est celle que l'augmentation de la concentration
d'hepcidine pourrait aggraver le risque cardiovasculaire en modifiant les concentrations en

fer intracellulaires des macrophages et en augmentant leur potentiel athérogene [238].

64



V. Objectifs de I'’étude

Le rdle et la multiplicité des fonctions attribuées au fer, liées a son métabolisme et a
sa régulation dans diverses pathologies a composantes inflammatoires (aigués et
chroniques), soulévent des questions quant a son implication dans linitiation et le décours
des pathologies cardiovasculaires et notamment en phase aigué d’infarctus du myocarde
(IDM). Il interagirait dans cette pathogenese a différents niveaux et aurait également un role
majeur dans la survenue de la dysfonction endothéliale. Son role apparait majeur dans le
stress oxydant via ses capacités d’oxydo-réduction. Au cours de ces dernieres années, il est
apparu que des hormones participeraient de maniere majeure dans la régulation de
certaines étapes du métabolisme du fer. Ainsi, depuis la découverte de I'hepcidine, de
nombreux travaux ont étudié son rdle et son implication dans plusieurs pathologies
cardiovasculaires, essentiellement dans linsuffisance cardiaque. En revanche, seules
quelques études ont été réalisées chez des patients en phase aigué d'IDM. Au cours de nos
travaux de Thése, un nouveau facteur régulateur du métabolisme du fer, I'érythroferrone,
assimilé a la myonectine, a été découvert. Parallélement & nos études qui étaient ciblées sur
la relation entre le métabolisme du fer et les incidences fonctionnelles qui caractérisent la
phase aigué de I'IDM, nous avons également souhaité étudier d’autres biomarqueurs
émergents du stress oxydant, a savoir les dérivés méthylés de la L-arginine. Ce volet nous a

permis d’apprécier de maniéere biologique la « réactivité » de la cellule endothéliale.

Devant l'opportunité de travailler a la fois dans un laboratoire et dans un
environnement clinique disposant d’un obseRvatoire des Infarctus de Céte d'Or (RICO),
nous nous sommes proposés d’étudier, chez des patients en phase aigué d’infarctus du
myocarde, en lien avec les variables biologiques « classiques » et les paramétres cliniques,
la signification des parametres « traditionnels » du statut du fer, des deux protéines
impliquées dans la régulation du fer, I'hepcidine et I'érythroferrone (via la myonectine), ainsi

gue de deux dérivés méthylés de la L-arginine, TADMA et la SDMA.
Ainsi, le but de notre travail de Doctorat a été :

(1) D’identifier et de quantifier les taux circulants d’hepcidine et de myonectine chez des

patients en phase aigué d’infarctus du myocarde

(2) De relier ces indices biochimiques circulants aux marqueurs traditionnels
représentant le statut et le métabolisme du fer dans l'organisme ainsi qu’aux

parametres fonctionnels recueillis chez ces patients

(3) D’identifier et de quantifier les taux circulants ’ADMA et de SDMA chez ces patients,

de les relier aux parametres fonctionnels, d’apprécier si ces composés pouvaient
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apporter des renseignements dans la validation de la mise en ceuvre de certains

traitements et d’orienter la prise en charge de ces patients.

Certains rappels, que nous avons évoqués dans cette étude bibliographique,

apparaissent dans les revues suivantes ol nous apparaissons comme co-auteurs :

1) Iron, oxidative stress, and redox signaling in the cardiovascular system

Aurélie Gudjonciki,2, Charles Guenanciai,2, Marianne Zeller1, Yves Cottiniz,
Catherine Vergely1 and Luc Rochette1

1 Laboratoire de Physiopathologie et Pharmacologie Cardio-métaboliques (LPPCM) Inserm UMR866, Facultés de
Médecine et de Pharmacie, Université de Bourgogne, Dijon, France
2 Service de Cardiologie CHU Bocage, Dijon, France

Parue dans Molecular Nutrition & Food Research. 2014, 00, 1-18.

2) The iron-regulatory hormone hepcidin: A possible therapeutic target?

Luc Rochettei, Aurélie Gudjonciki,2, Charles Guenanciai,2, Marianne Zeller1,
Yves Cottini,2, Catherine Vergely:

1 Laboratoire de Physiopathologie et Pharmacologie Cardio-métaboliques (LPPCM) Inserm UMR866, Facultés de
Médecine et de Pharmacie, Université de Bourgogne, Dijon, France
2 Service de Cardiologie CHU Bocage, Dijon, France

Parue dans Pharmacology & Therapeutics. 146 (2015) 35-52.
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Iron, oxidative stress, and redox signaling in the

cardiovascular system
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The redox state of the cell is predominantly dependent on an iron redox couple and is main-
tained within strict physiological limits. Iron is an essential metal for hemoglobin synthesis in
erythrocytes, for oxidation—reduction reactions, and for cellular proliferation. The maintenance
of stable iron concentrations requires the coordinated regulation of iron transport into plasma
from dietary sources in the duodenum, from recycled senescent red cells in macrophages, and
from storage in hepatocytes. The absorption of dietary iron, which is present in heme or non-
heme form, is carried out by mature villus enterocytes of the duodenuim and proximal jejunuum.
Multiple physioclogical processes are involved in maintaining iron homeostasis. These include
its storage at the intracellular and extracellular level. Control of iron balance in the whole or-
ganism requires communication between sites of uptake, utilization, and storage. Key protein
transporters and the molecules that regulate their activities have been identified. In this field,
ferriting and hepcidin are the major regulator proteins. A variety of transcription factors may
be activated depending on the level of oxidative stress, leading to the expression of different
genes. Major preclinical and clinical trials have shown advances in iron-chelation therapy for the
treatment of iron-overload disease as well as cardiovascular and chronic inflammatory diseases.
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The term “oxidative stress” is frequently used in a number
of biochemical, physiological, and pathophysiological situa-
tions. It describes the result of increased reactive species pro-
duction and/or a decrease in their elimination. Indeed, aging
is the result of a progressive vicious spiral in which oxidative
stress plays a major role. Oxidative stress has been identified
as critical in most of the key steps in the pathophysiclogy
of cardiovascular diseases. Whether the cell is considered a
unicellular organism or a component of organ tissue, it is
possible to distinguish various intracellular sources of free
radicals. The generation of reactive oxygen species (ROS)
is significantly enhanced in the failing myocardium, as has
been unequivocally shown by studies of human patients [1-3].
A large body of evidence shows the involvement of cellular
free radicals in the redox regulation of normal physiological
functions as well as the pathogenesis of various diseases [4].
Oxidative stress is associated with an imbalance of prooxi-
dant factors and direct and/or indirect antioxidants. Thus,
cells have developed an elaborate intracellular antioxidant de-
fense system to protect themselves from oxidative damage.
The redox state of the cell is predominantly dependent on
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Figure 1. Diagram showing elements of the unifying mechanisms of adaptative response to oxidative and electrophile stress; oxidative
modifications associated with iron metabolism. ROS, reactive oxygen species; RNS, reactive nitrogen species; endogenous and exogenous

electrophiles/activators (see text for more details) can alter transcription factors and signaling complexes (AP-1, HSF1, NF-«B /I-kB, Nrf2-
Keap1, and Bach-1). Subsequent nuclear translocation and the induction of ARE-driven genes result in upregulated environmental stress
response and protein expression. IRP1 and IRP2 regulate expression of iron metabolism genes. The regulation of ferritin synthesis by iron
is mainly due to posttranscriptional regulation through the binding of IRP1 and IRP2 to an iron-responsive elements (IRE) located in the 5

UTR of ferritin mRNA,

an iron (and copper) redox couple and is maintained within
strict physiological limits [5). Within the cells, iron is in a
dynamic equilibrium mainly between four compartments as
follows: vesicular iron, the labile iron pool, functional iron,
and storage iron [6]. Tt is of pivotal importance to understand
(1) the possible mechanisms of how different iron compart-
ments may be implicated in local oxidative stress and (2) the
spatial and temporal constraints of reactive species signaling,
and the functional role of the antioxidant responses.

2 Sources and metabolism of reactive
nitrogen and oxygen species (RNOS)
and redox signaling

2.1 ROS and reactive nitrogen species (RNS)

The cellular (reduction-oxidation) redox environment refers
to the reduction potential or reducing capacity in cellular com-
partments (Fig. 1). Cellular redox status is regulated by the
balance between cellular oxidant and reductant levels. Oxida-
tive and reductive stress can trigger redox cascades and affect
the environment of the cell, for example, exposure to various
xenobiotics might determine if a cell will proliferate, differ-

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

entiate, or die 7). Free radicals have emerged as important
regulators of many physiological and pathological processes
through redox processes. High levels of free radical produc-
tion that overwhelm cellular antioxidant defense systems may
damage biomolecules, and deregulate signaling pathways.
Oxidative stress occurs during a profusion of pathological
processes, including cardiovascular disease, atherosclerosis,
diabetes, inflammation, and apoptosis [8].

2.1.1 Definition and sources of ROS and RNS

Free radicals can be defined as molecules or compounds
that contain one or more unpaired electron thus making
them highly reactive. Radicals derived from oxygen (ROS)
and nitrogen (RNS: derived from nitric oxide [NOJ) are the
largest class of radical species generated in living systems;
ROS and RNS are collectively referred to as RNOS. RNOS are
products of cell metabolism and have either beneficial or dele-
terious effects, depending on the concentration reached in the
area of the cells 9, 10]. RNOS include superoxide (O, ), the
hydroxyl radical ("OH), carboxyl radical (CO,-), "NO, and
{'NOz) as well as the nonradical species hydrogen peroxide
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(H,0,), hypochlorous acid (HOCI), singlet oxygen, and car-
bon monoxide (CO).

Several cell sources produce ROS under normal physiolog-
ical conditions, including the mitochondrial electron trans-
port chain, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) oxidase (NOX), cytochrome P450, lipooxygenases,
cyclooxygenases, xanthine oxidases, peroxisomal enzymes,
and, under certain conditions, endothelial NO synthases
(NOSs) [11]. Five multiprotein complexes constitute the res-
piratory chain embedded in the inner membrane of the mi-
tochondria. Complexes I and III are the main sites of Op'-
generation. An important source of ROS produced in en-
dothelial cells is from oxidases (xanthine oxidases, NADPH
oxidases). Xanthine oxidase catalyzes the sequential hydrox-
ylation of hypoxanthine to yield xanthine and uric acid. The
enzyme exists in two forms that differ primarily in their ox-
idizing substrate. The dehydrogenase form is preferentially
used. Activation of NADPH oxidases may result from the
stimulation of a number of cell surface receptors, such as
the angiotensin II receptor, which is particularly important
in hypertension and heart failure. Upon stimulation by an-
giotensin II, the activity of NADPH oxidases is increased in
endothelial and smooth muscle cells, suggesting that in the
presence of an activated renin-angiotensin system (either
local or circulating), dysfunction due to increased vascular
production of superoxide anions is to be expected [12, 13].
The stimulation of angiotensin receptor 1 by angiotensin II
may lead to phospholipase C and D activation, both of which
produce diacylglycerol. Phospholipase C also produces inos-
itol triphosphate. Diacylglycerol and IP3-mediated calcium
release activates protein kinase C [14]. Phosphorylation of
the p47phox subunit by protein kinase C is required to en-
able binding of this subunit with others and thus to activate
NADPH oxidases.

The major RNS is endothelium-derived "NO. Under phys-
iological conditions, in the presence of substrate (L-arginine)
and cofactors (tetrahydrobiopterin) endothelial NOS pro-
duces "NO. It is a potent gaseous mediator widely accepted
as a key determinant of endothelial function produced by
endothelial NOSs. Enzymatic sources of ROS implicated in
disease are uncoupled NOSs (which generate injurious su-
peroxide rather than vasoprotective NO), xanthine oxidore-
ductase, mitochondrial respiratory enzymes, and NADPH
oxidase. Of the many ROS-generating enzymes, NADPH oxi-
dase, of which there are seven homologues (termed Nox 1-5,
Duex1,2), appears to be particularly important in cardiovascu-
lar disease [15]. NO has potent vasodilator, anti-inflammatory,
and anti-thrombotic properties [16, 17]. The free radical 'NO
has a half-life of only a few seconds in an aqueous environ-
ment. "NOreacts with molecular oxygen and ROS to generate
a range of oxidation products. One well-characterized RNS-
forming reaction is that of "NO with O2'~. This reaction oc-
curs at nearly diffusion-limited rates to produce peroxynitrite,
ONOO—, which itself is strongly oxidizing, and when pro-
tonated, undergoes homolytic scission to produce hydroxyl
radical {"OH) and nitrogen dioxide {"NO2). Additional reac-
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tive radicals derived from other endogenous molecules such
as CO and hydroperoxyl can be formed in living systems.

2.1.2 Controls of ROS and RNS: enzymatic and
nonenzymatic components

The rigorous control of ROS levels is essential for cell survival
owing to the toxicity of ROS at high levels. Flaborate intracel-
lular antioxidant defense systems exist in the different parts
of the cells to protect cells from oxidative damage. An an-
tioxidant can be defined as any substance that when present
in very low concentrations compared to that of an oxidizable
substrate significantly delays or inhibits the oxidation of that
substrate. A complex network of antioxidants indudes both
enzymatic and nonenzymatic components that regulate ROS
production within the cell, both spatially and temporally. The
transcriptional control of the antioxidant enzyme system is
another key mechanism in the maintenance of cell redox
homeostasis. Normal cells maintain redox homeostasis with
low basal ROS levels and have spare antioxidant capacity to
cope with higher levels of ROS$ and RNS. The antioxidants
can be endogenous or exogenous, for example, ingested in
the diet or as dietary supplements. Some dietary compounds
that do not neutralize free radicals, but enhance endogenous
activity may also be classified as antioxidants. There is intense
interest in flavonoids due to their antioxidant and chelating
properties and their possible role in the prevention of chronic
and age-related diseases.

An endopenous scavenger, such as glutathione, ex-
ists in both reduced (GSH) and oxidized (GSSG) states.
The balance between GSH/GSSG and pyridine nucleotides
(NADH/NAD, NAD(P)H/NADP) determines the cellular re-
dox status and the level of oxidative stress [18]. Nonenzymatic
antioxidants can be clagsified further into directly acting an-
tioxidants (e.g., scavengers and chain-breaking antioxidants)
and indirectly acting antioxidants (e.g., chelating agents). An-
tioxidants scavenge free radicals, thus preventing free radical
chain reactions. Antioxidant vitamins (i.e., vitamins C, E, A,
and folic acid) are involved in some of the main defense
mechanisms of the body's nonenzymatic antioxidant sys-
tems. Several other antioxidants { N-acetylcysteine, lipoic acid,
and glutathione) are able to reduce lipid peroxidation prod-
ucts [19-21]. Antioxidant defense enzymes, such as heme
oxygenase 1 (HO-1), catalase, superoxide dismutase (SOD),
peroxiredoxin, and glutathione reductase, are able to cause a
significant decrease in lipid peroxidation products. The vascu-
lar wall also contains these various enzymes that can reduce
the ROS burden [22].

Oxidative stress is able to induce deleterious modifications
in a variety of cellular compounds: DNA, lipids, and proteins.
ROS can attack endogenous molecules indirectly by reacting
with cellular membrane phospholipids, resulting in the gen-
eration of secondary reactive intermediates. Phospholipids
are present at high concentrations within PUFA residues
and have been identified as prime targets for oxidation.
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Malondialdehyde and 4-hydroxynonenal are the major prod-
ucts of lipid peroxidation (Fig. 1) [23]. Malondialdehyde is sug-
gested to have both mutagenic and carcinogenic effects [24]
while 4-hydroxynonenal is proposed to have an effect on cel-
lular signal transduction pathways. Lipids are susceptible to
oxidative degradation caused by radicals, and during autoxida-
tion (peroxidation) the chain reaction is mediated by peroxyl
radicals causing damage to biomembrane integrity. Endoge-
nous antioxidants provide an active system of defense against
lipid peroxidation. However, the effectiveness of their antiox-
idant action depends on several parameters, including local-
ization. In this respect, the functions of endogenous antioxi-
dant vitamins are very important as they are involved in the
temporal and spatial monitoring of oxidative metabolic pro-
cesses. Vitamin F (o-tocopherol) acts as a “chain-breaking”
antioxidant in that it forms an o-tocopherol radical that stops
the propagation of lipid peroxidation. «-Tocopherol radical
can be converted back to vitamin E by the potent antioxidants
vitamin C (ascorbic acid) and glutathione [25,26]. Oxidative
stress is associated with dysfunction of the mitochondria and
ER, inducing apoptosis and protein misfolding. Mitochondria
are endowed with an elaborate and well-defined multilevel
antioxidant defense system of enzymes and nonenzymes to
quench ROS. The scavenging system includes a number of
endogenous processes that involve SODs, GSH, and thiore-
doxin (Trx) systems; peroxidases; and catalases. The major
antioxidant enzymes possess transition metals or selenium
in their active center. For example, there are three forms of
SOD present in humans: cytosolic Cu, Zn-SOD, mitochon-
drial Mn-SOD, and extra cellular-SOD.

2.2 Transition metals and oxidative stress

Transition metals, including iron, copper, manganese, zinc,
and selenium, play a prominent role in cell metabolism. Tron
and copper participate in the Fenton reaction as an electron
donor to hydrogen peroxide with the subsequent production
of a potent ROS species, the hydroxyl radical. Iron is impli-
cated in catalytic processes that stem from its redox reactivity,
which enables it to transition between a reduced ferrous and
oxidative ferric state [27]. Maintaining cellular iron content
requires precise mechanisms to regulate its uptake, storage,
and export. The amount of iron absorbed by enterocytes de-
pends on the body's demands. One mechanism involved in
iron homeostasis is regulated not only by cellular iron sta-
tus, but also by ROS in cells that elicit defense mechanisms
against iron toxicity and iron-catalyzed oxidative stress [28].
Like iron, copper is a redox-active metal that can transit
from a reduced Cu'* form to an oxidized C12** state. Copper
i critical in many cellular processes, including antioxidant
defenses and iron oxidation. Cellular copper levels must also
be tightly controlled, as the accumulation of copper can lead
to oxidative stress [29]. Manganese is an essential trace metal
and cofactor for the mitochondrial antioxidant enzyme Mn-
SOD, as well as other enzymes, such as arginine synthase.
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MnSOD appears to be an important contributor to cardiac mi-
tochondrial and metabolic functions by reducing mitochon-
drial oxidative stress [30]. Selenium is an essential nutritional
element to mammals, in that it is necessary for the active
function of different oxidant enzymes, including glutathione
peroxidase (GPx) and Trx reductases. Eight different isoforms
of GPx (GPx1-8) have been identified in humans. GPx1is the
most abundant isoform and is present in the cytoplasm of
many mammalian tissues where it reduces hydrogen perox-
ideto water [31]. Redox homeostasis is crucial for cell viability
and normal cell function and is maintained by two major cel-
lular antioxidant systems, including the glutathione system
and the Trx system. Thioredoxin reductase reduces its major
substrate Trx, but can also transfer electrons to low molecu-
lar weight compounds. Thioredoxin-dependent peroxiredox-
ing are the first-line defense against ROS and ONOO— and
regulate HyOr-mediated signal transduction. HzOn can act as
either a destructive oxidant or a second messenger [32].

2.3 RNOS and mitochondria

The mitochondria are the major source of ROS production
within the cell, and high levels of ROS production are proba-
bly associated with a variety of pathophysiological conditions.
The majority of ROS in the heart appear to come from uncou-
pling of the mitochondrial electron transport chain at thelevel
of complexes I and II1, although the view that mitochondria
are a major source of intracellular ROS has been challenged
[33]. When ROS production exceeds the capacity of detoxifica-
tion, oxidative damage to proteins, DNA (mtDNA and nDNA),
and membrane lipids occurs [34]. Each mitochondrion has
two specialized membranes the outer mitochondrial mem-
brane and the inner mitochondrial membrane that encloses
the matrix. There is a narrow intermembrane space between
these two membranes. The outer mitochondrial membrane
is a major source of ROS in particular by complexes I and
IIT and monoamine oxidases {mostly the A isoform), thus
contributing to the ROS generated by mitochondria under
pathological conditions. Under physiological conditions, the
production of ROS is estimated to account for about 2-5% of
the total oxygen uptake by the organism [35].

Phospholipids, and especially cardiolipin, are crucial for
mitochondrial energy metabolism. Indeed, among the spe-
cific phospholipids, cardiolipin is known to provide essential
structural and functional support to several proteins involved
in oxidative phosphorylation [36]. Cardiolipin also plays an ac-
tive role in mitochondria-dependent apoptosis by interacting
with cytochrome c. Cardiolipin and cytochrome ¢ can form
a complex called cytochrome c—cardiolipin peroxidase that
under oxidative stress can lead to the release of cytochrome
¢, a proapoptotic factor.

Oxidative stress accompanied by calcium overload and
ATP depletion induces mitochondrial permeability transition
with the formation of pathological, nonspecific mitochon-
drial permeability transition pores in the mitochondrial inner
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Table 1. Nonhams and hema sourcses of iron

Nonheme iron food source

Heme iron food source

Food ng/100 g %DV Food ng/100 g %DV
Chocolate {dark) 17 97 Lamb liver 23 129
Parsley 10 55 Qysters 6.6 37
Soybeans 9 50 Beef liver 6.1 34
Lentils 9 50 Beeflean only 3.6 20
Beans navy 7.5 41 Beef 85% lean 2.6 14
Beans black 6.7 37 Chicken 1.1 6
Grapes (dry) seedless 3.3 18 Tuna 0.9 5
Dandelion 3.2 17 Crab 039 5
Spinach 2.7 15 Pork 0.8 5
Bread (white) 2 KN Shrimp 0.3 2
DV, daily value.

DVs are reference numbers developed by the Food and Drug Administration (FDA}.

membrane [37]. Ithas been demonstrated that a specific NOS
{mitochondria NOS) was localized in cardiac mitochondria
[38]. NO has multiple targets in mitochondria, including met-
alloproteins containing iron—sulfur (Fe-$) clusters that are
highly sensitive to direct oxidative meodification by NO [39].
The ability of mitochondria NOS to regulate mitochondrial
0O, uptake and H,O, production through the interaction of
NO with the respiratory chain has recently been studied [40].

3 Iron metabolism and oxidative stress
3.1 Body iron metabolism
3.1.1 Nutritional sources of iron

The maintenance of stable extracellular and intracellular iron
concentrations requires the coordinated regulation of iron
transport into plasma from dietary sources in the duodenum,
from recycled senescent red cells in macrophages, and from
storage in hepatocytes. In humans, the most widely used
indices of Fe status are hemoglobin concentration, transfer-
rin saturation, and serum ferritin. Iron deficiency (ID) and
its associated anemia may contribute to reduced energetic
efficiency, lower aerobic capacity, decreased endurance, and
fatigue.

ID isthe most common nutritional deficiency in the world.
When iron intake fails to meet physiological or increased de-
mands for iron, for example, owing to bleeding or inadequate
absorption, iron stores become depleted and I D develops. Var-
ious types of ID exist in clinical conditions. Common classi-
fication differentiates between absolute iron deficiency, func-
tional iron deficiency, and iron sequestration [41]. Oral iron
therapy is often adequate to treat absolute iron deficiency and
mild to moderate cases of ID. In cases of severe ID, anemia of
chronic disease, and functional iron deficiency, intravenous
{(iv) iron therapy is often more effective. A number of oral
and iv iron preparations are available. Oral iron preparations
include iron(11) salts, polysaccharide iron(I1I) complexes, and
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combinations of iron, for example, with folic acid or vitamin
C [42].

There are three sources of iron in the diet: native food
iron (either heme or nonheme iron), fortification iron (non-
heme iron that has been intentionally added to food during
manufacture), and contaminant iron (nonheme that is unin-
tentionally incorporate into food as a result of either chemical
reactions or mechanical processing during food preparation)
[43]. A variety of nonheme and heme sources of iron are listed
in Table 1. The chemical forms of iron in food influence the
amount absorbed through the gastrointestinal tract and into
thebloodstream. The relativelylow bicavailability of iron from
cereal grains and legumes is attributed to the phytic acid con-
tent of these foods. Significant data indicate that inhibitors
of iron absorption include phytate, polyphenols, soy protein,
and calcium, and enhancers include animal tissue and ascor-
bic acid [44]. Nutritional iron comes from two sources, heme
and nonheme. Heme iron is obtained from meat sources and
is more readily absorbed than nonheme iron obtained from
the consumption of grains and vegetables. Heme is absorbed
as the stable porphyrin complex that is unaffected by other
food components. Heme is hydrophobic and thus has been
proposed to diffuse passively through plasma membranes.

The absorption of heme iron is five to ten times greater
than that of nonheme iron. Although heme represents only
10-15% of dietary iron in meat-eating populations, it may
account for nearly 40% of total absorbed iron. Because the
absorption of heme iron is constant and independent of meal
composition, the contribution of heme iron can be readily
calculated from dietary records [45].

Recently, however, an intestinal heme transporter was
identified and named heme carrier protein 1. This transporter
is abundantly expressed on the brush border of enterocytes
in the duodenum [46]. Concerning nonheme iron, it exists
in the form of “free” complexes. The absorption of iron is
markedly influenced both by the iron status of the subject
and a great number of dietary factors. The absorption of iron
from the diet is thus determined more by meal composition
than by the amount of iron present in the diet.
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Eight enzymes, which are divided between the mitochon-
dria and cytoplasm, are involved in the heme biosynthesis
pathway. Heme is generated in the mitochondrial matrix. The
first step in mammalian heme biosynthesis is catalyzed by
the enzyme 5-aminolevulinate acid (ALA) synthase (ALAS).
ALAS catalyzes the condensation of glycine with succinyl-
CoA to form ALA and CO,. The mature protein is located in
the mitochondrial matrix. Once ALA is produced by ALAS,
it is exported out of the mitochondrial matrix to reach the
second pathway enzyme. The terminal step of heme synthe-
sis is the insertion of ferrous iron into the protoporphyrin
IX macrocycle to produce protoheme IX (heme) [47]. This
is catalyzed by the enzyme ferrochelatase that is synthesized
in the cytoplasm as a preprotein and is translocated to the
mitochondrial matrix, where it is associated with the inner
mitochondrial membrane [48].

3.1.2 Importance of heme oxygenases in
enterocytes

Despite the clear importance of dietary heme as a source of
body iron, the mechanism by which the enterocyte takes up
heme and catabolizes it to utilize the iron is poorly under-
stood. Heme is degraded inside internalized vesicles within
2-3h of heme uptake by receptor-mediated endocytosis. The
role of HO localized in enterocytes has now been demon-
strated [49]. HO is an enzyme that catalyses the mixed func-
tion oxidation of heme using cytochrome P-450; NADPH;
and molecular oxygen producing CO, iron, and biliverdin
[50]. Three isoforms of HO have been characterized: an in-
ducible form (HO-1j, which is upregulated especially in the
spleen and liver in response to various types of stress, and
two constitutive forms (HO-2 and HO-3). HO-1 and HO-2
are the products of distinct genes (ho-1, ho-2, also specified
as hmox1, hmox2j. HO-1 occurs at a high level of expres-
sion in the spleen and other tissues that degrade senescent
red blood cells, including specialized reticuloendothelial cells
of the liver and bone marrow, but is also present in entero-
cytes [51]. HO-2 is constitutively expressed in selected tis-
sues (brain, liver, gut, and testis) and is involved in signaling
and regulatory processes. HO-2 has three cysteine residues
that have been proposed to modulate the affinity for heme,
whereas HO-1 has none. Tt is likely that the cysteine residues
in HO-2 are involved in some form of protein-—protein in-
teractions related to the signaling roles of the protein [52].
The existence of a third HO isoform, HO-3, was reported in
the rat. The HO-3 transcript was found in a series of organs,
including spleen, liver, kidney, and brain [53]. Cleartly, it ap-
pears that the role of HO-1 and HO-2 in enterocytes needs to
be investigated in pathological situations.

3.1.3 Physiopathological consequences of iron
deficiency or accumulation

Iron is necessary for cells due to its ability to transport oxy-
gen and electrons. Recently, the health effects of iron ex-
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cess or deficiency have received increased attention as iron
hag been purported to play a role in the etiology of several
chronic diseases, including diabetes, cardiovascular disease,
and cancer. Iron has relevant biological functions, for exam-
ple, the formation of hemoglobin, myoglobin, and numer-
ous enzymatic groups. For a long time, the influence of ID
was underestimated especially in terms of the worsening of
cardiovascular diseases and the development of anemia. In
contrast and paradoxically, excess iron accumulation causes
organ dysfunction through the production of ROS. The iron
redox couple mediates the transfer of single electrons through
the reversible oxidation freduction reactions of Fe?* and Fe’*.
Iron is an essential metal for hemoglobin synthesis in ery-
throcytes, oxidation—reduction reactions, and cellular prolif-
eration [54].

The total amount of iron in a 70kg adult is approxi-
mately 4 g, of which two thirds is the iron in red blood
cells and 300 mg is in the myoglobin of musdes. The ma-
jority of this iron comes from the recycling of senescent ery-
throcytes by macrophages of the reticuloendothelial system
{about 20 mg/day; Fig. 2). Most of the iron in plasma is di-
rected to the bone marrow for erythropoiesis. More than 2
million new erythrocytes are produced every second by the
bone marrow, requiring a daily supply of at least 20-30 mg of
iron. Therefore, a majority of the iron comes from the recy-
cling of senescent erythrocytes by macrophages of the retic-
uloendothelial system. Only 1-2 mg of the daily iron supply
is derived from intestinal absorption, which, under a steady
state, is sufficient only to replace the insensible iron loss.
Significant amounts of iron are also present in macrophages
{up to 600 mg), whereas excess body iron (~1 g) is stored
in the liver. To ensure adequate iron content, mammalian
cells regulate iron levels through uptake and export (Fig. 3).
Macrophages export Fe!* from their plasma membrane via
ferroportin (FPN), in a process coupled by reoxidation of Fe’t
to Fe** by ceruloplasmin and followed by the loading of Fe**
to transferrin (Tf). Tf is the major iron transporter protein
in the body [55]. Exported iron is scavenged by Tf that main-
tains Fe*T in a redox-inert state and delivers it into tissues.
Iron enters the cell from the bloodstream in a complex with
Tf, which binds to Tf receptor (TfR) on the plasma mem-
brane, followed by receptor-mediated endocytosis [4, 56, 57].
Under physiological conditions, plasma Tf is hyposaturated
{to approximately 30%) and displays a very high iron-binding
capacity. TfR expression is controlled by a variety of cellular
conditions, including iron and oxygen status.

The absorption of dietary iron, which is present in either
a heme or nonheme form, is carried out by mature villus
enterocytes of the duodenum and proximal jejunum. Much
of the iron that enters the lumen of the duodenum in the
diet is in the oxidized or ferric form and, therefore, must be
reduced before it can be taken up by enterocytes [58]. The
reduction of iron is probably carried out enzymatically by
a brush border ferric reductase. Identification of the trans-
porters and other proteins functioning in the absorption of
dietary nonheme and heme iron has greatly enhanced the
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Figure 2. Iron distribution in the adult human body.
A 70-kg adult has about 4 g of total body iron. Most of
iron is circulating in the hemoglobin of the red blood
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Figure 3. Control of iron homeostasis in the
enterocyte. Fe*-Tf binds to TfR on the cell
surface and undergoes receptor-mediated
endocytosis. The released Fe' is reduced to
Fe?t by the ferrireductase 6-transmembrane
epithelial antigen of the prostate 3 within the
endosome before export from the endosome
by a DMT1. Fe?* that is not utilized or stored
in ferritin is exported by FPN. Inside the
mitochondrial matrix, Fe can be directed to
different pathways, including iron-sulfur (Fe-S)
cluster biogenesis. The clusters in the mito-
chondria are tightly regulated by a transporter:
ATP-binding cassette transporter. The first step
in mammalian heme biosynthesis is catalyzed
by the enzyme ALAS. ALAS catalyzes the
condensation of glycine with succinyl-CoA
to form ALA and CO,. The terminal step of
heme synthesis is the insertion of Fe?* into the
protoporphyrin to produce protoheme (heme).
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their C-terminus. They have tissue-specific roles in iron ab-
sorption and exhibit different subcellular trafficking [59]. The
amount of iron absorbed by enterocytes is influenced by a
variety of factors, including variations in body iron stores, red
cell levels, hypoxia, inflammation, and pregnancy [60).

The Tf-TfR complex is internalized to a unique endoso-
mal compartment where acidification leads to the release of
ferric iron. The ferric iron is then reduced to ferrous iron and
transported across the endosomal membrane by the DMT1.,
The endosomal ferrireductase responsible for the reduction
of ferric iron in erythroid cells was recently identified as the
6-transmembrane epithelial antigen of the prostate 3 (Steap3)
protein [61].

Multiple physiological processes are involved in maintain-
ing iron homeostasis. These include its storage at the intra-
cellular and extracellular levels. The control of iron balance in
the whole organism requires communication between sites
of uptake, utilization, and storage [62]. Key protein trans-
porters and the molecules that regulate their activities have
recently been identified. Ferritins and hepcidin are the major
regulator proteins.

Ferrilins are composed of 24 subumits that fold in a 4-
helical bundle to form an almost spherical protein shell,
Ferritin can accumulate up to 4500 iron atoms as a ferrihy-
drite mineral in a protein shell and releases these iron atoms
when there is an increase in the cell’s need for bioavailable
iron [63, 64] (Fig. 4A). There is a strong equilibrium between
ferritin-bound iron (Fe**) and the labile iron pool in cells
(Fe?!"), by which ferritin prevents the formation of ROS me-
diated by the Fenton reaction. Various cell types contain a
transient cytosolic pool of iron, presumably bound to low
molecular mass intracellular chelates, such as citrate, various
peptides, ATP, AMP, or pyrophosphate. This labile iron pool
is redox-active, The concentration of this labile iron pool is
determined by the rates of iron uptake, utilization for incorpo-
ration into iron proteins (cytosol, mitochondria, and nucleus),
storage in ferritin, and iron export from the cell.

Two functionally and genetically distinct ferritin subunits
exist as follows: L-ferritin and H-ferritin (also known as light
chain and heavy chain ferritin). Ferritin is found in the
cytoplasm, nucleus, and mitochondria of cells. Serum fer-
ritin has been thought to reflect iron stores in the body and
to increase as a secreted byproduct of intracellular ferritin
synthesis. Even though cellular iron is stored primarily in the
cytoplasm, mitochondria use most of the metabolically active
iron [65].

Because of its important function in the storage of iron,
ferritin is ubiquitous in tissues, serum, and in multiple
other locations within the cell. Iron is imported through en-
docytosis of Fe*'-loaded Tf, which interacts with TfRs in
a tightly regulated feedback loop. Iron regulatory proteins
1 and 2 (IRP1 and IRP2) record cytosolic iron concentra-
tions and posttranscriptionally regulate the expression of iron
metabolism genes. These actions are implicated in the opt-
mization of cellular iron availability. IRP1 and IRP2 bind to
iron-responsive elements located in regions of mRNAs that
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@ +H,0, > Fe3* + OH™ + OH"
Fenton reaction

Fe* + 0, > Fe” +0, (Haber-Weiss reaction)

Fe™ + 2GSH -> [G5-Fe™]+ +2H+ + % GSSG

/_Fet*” /
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Figure 4. Ferritin and iron metabolism. (A) Ferritin is composed
of 24 subunits that can be heavy (H) or light (L), with various ra-
tios of H to L in different cell types and physiological conditions.
Ferritin H has ferroxidase activity to convert Fe?* to Fe®* inside
ferritin. Ferritin, when binding a [4Fe-4S] cluster, is a functioning
(cytoplasmic) aconitase. The majority of iron-sulfur (Fe-S} clus-
ters are made in the mitochondria. {B) Fe' is rapidly reduced to
Fe?* in the presence of glutathione, the reducing of GSH being
sufficient to reduce Fe®' to Fe?t at pH 7. GS-Fe?* binds to glutare-
doxins, proteins that are required for iron cluster assembly and
heme biosynthesis.

encode proteing involved in iron uptake, storage, utilization,
and export {Fig. 1) [62]. Iron metabolism is also transcrip-
tonally regulated by the action of hypoxia-inducible factors
{(HIFs} that consist of a cytosolic protein (HIF-1a) and a
nuclear HIF-13 subunit and form a DNA-binding het-
erodimer [66)].

The recently discovered iron regulatory hormone, hep-
cidin, plays a critical role in controlling iron absorption
through its ability to bind to and control the cell surface ex-
pression of FPN, FPN being a transmembrane protein that
transports ferrous iron. Produced by the liver and secreted
into the bloodstream, hepcidin regulates iron metabolism by
inhibiting iron release from cells, including duodenal ente-
rocytes. Human hepcidin is a 25 amino acid peptide. The
structure of bioactive hepcidin is a simple hairpin with eight
cysteines that form four disulfide bonds in a ladder-like con-
figuration [67). When iron stores are adequate or high, the
liver produces hepcidin that circulates to the small intestine.
The iron exporter FPN is required for iron transport from
iron exporting cells. However, ferrous iron must be oxidized
to ferric iron by ferroxidases before the iron can bind to Tf.
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FPN is also the receptor for hepcidin [68]. Hepcidin binds to
FPN1, which is present on the cell surface, and induces the
phosphorylation of FPN, thus triggering the internalization
of the hepcidin—-FPN complex, leading to the ubiquitiniza-
tion and lysosomal degradation of both proteins. Hepcidin
deficiency results in the development of systemic iron over-
load caused by excessive iron absorption. In the absence of
hepcidin, FPN expression on the basolateral surface of entero-
cytes is increased, thus increasing the transport of dietary iron
into the plasma. Copper-containing ferroxidase hephaestin
assists by converting Fe’* to Fet that is then bound by Tf.
Moreover, HIF-1a and HIF-2o have been shown to increase
intestinal iron absorption, iron uptake into erythroid progeni-
tors and heme synthesis, and to suppress hepcidin production
thus ensuring an adequate supply of iron to support erythro-
poiesis [69,70]. Besides being produced by the liver, hepcidin
is alzo believed to be produced by macrophages, fat cells, and
the heart, but at a much lower level. The relevance of the
extrahepatic production of hepcidin is still unclear, but it
could play a role in the local regulation of iron fluxes [71].

3.2 Mitochondna and iron

Mitochondria represent a significant store of iron within cells,
ag iron is required for the functioning of respiratory chain pro-
tein complexes. The mechanism for intracellular iron traffick-
ingto mitochondria is incompletely understood. It is accepted
that cells uge iron in mitochondria for the synthesis of heme
and iron—sulfur (Fe-S) clusters (Fig. 3). The sequential flow
of electrons in the respiratory chain, from a low reduction
potential substrate to O, is mediated by protein-bound re-
dox cofactors. In mitochondria, heme, together with flavin,
iron-sulfur, and copper cofactors mediates this multielec-
tron flow [72]. The insertion of a ferrous iron atom into the
porphyrin macrocycle by the enzyme ferrochelatase creates
heme. It is now well demonstrated that mitochondria per-
form crucial roles in iron metabolism in that they synthesize
heme, assemble iron—sulfiir (Fe/S) proteins, and participate
in cellular iron regulation [73]. Fe-8 clusters are important
cofactors of numerous proteins involved in electron transfer,
and metabolic and regulatory processes [74].

The respiratory chain relies on iron-containing redox sys-
tems in the form of complexes I-11I with Fe—S clusters and cy-
tochromes with heme as prosthetic groups. As we previously
reported, Complexes I and III are the main sites of O,'~ gen-
eration. Complex I (NADH: ubiquinone oxidoreductase) oxi-
dizes NADH from the tricarboxylic acid cycle and p-oxidation,
and transports protons across the inner membrane. Itisa ma-
jor contributor to the cellular production of ROS. The redox
reaction of complex I is catalyzed in the hydrophilic domain;
it comprises NADH oxidation by a flavin mononucleotide.
The energy transduction by complex I comprises NADH ox-
idation by a flavin mononucleotide, intramolecular electron
transfer from the flavin to bound quinone along a chain of
(Fe—S) clusters, quinone reduction, and proton translocation
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[75]. Apart from complex I (NADH: ubiquinone oxidoreduc-
tase), the mitochondrial cytochrome bel complex (complex
IIT; ubiquinol: cytochrome ¢ oxidoreductase) has been identi-
fied as the main producer of superoxide and ROS within the
mitochondrial regpiratory chain. The formation and assem-
bly of the respiratory chain enzymes is a complicated process
that requires the assistance of a multitude of additional pro-
teins and Fe-S clusters. The trafficking and storage of Fe-S
clusters in the mitochondria is tightly regulated by a trans-
porter: ATP-binding cassette transporter [/6]. Furthermore,
complex III generated ROS seemto actas second messengers
in the context of cardioprotective ischemic and pharmacolog-
ical preconditioning [77].

Studies have investigated changes in systemic iron home-
ostasis in animals and humans with cardiovascular diseases
and characterized the intrinsic defects in iron regulatory path-
ways of failing cardiomyocytes. It has been demonstrated that
the accumulation of iron in mitochondria can cause or exac-
erbate cardiomyopathy. This is the case in Friedreich’s ataxia
(FRDA), a human genetic disease caused by GAA triplet ex-
pansion in the FXN gene-causing frataxin deficiency [78].
Frataxin deficiency in FRDA causes mitochondrial iron dys-
metabolism. Treatment of patients with a combination of
the mitochondria-permeable iron chelator deferiprone and
an antioxidant partially reversed the cardiac phenotype ob-
served in FRDA, thus supporting the role of mitochondrial
iron in the pathophysiology of cardiac dysfunction. In heart
failure, it has been demonstrated that iron accumulated in
the mitochondria. The activities of mitochondrial Fe-§ clus-
ter proteins were reduced in these hearts, and the defect in
complex IIT activity was specifically attributed to the lack of
an Fe-§ cluster center [79]. On the basis of a number of bio-
chemical arguments, it has been suggested that GSH plays a
role in iron metabolism (Fig. 4B). However, It was concluded
that GSH might not be directly involved or play an essential
rale in iron delivery to the mitochondrion [80]. Fe*tis rapidly
reduced to Fe?* in the presence of GSH: the reducing poten-
tial of GSH being sufficient to reduce Fet to Fet at pH 7.
In addition to an Fe’" buffering role, Fe*t-G$ (glutathione
synthase) binds to glutaredoxins, proteins that are required
for iron cluster assembly and heme biosynthesis.

4 Oxidative stress and cardiomyocytes
4.1 Cardiomyocyte viability

During the early postnatal period, cardiomyocyte replication
in the mammalian myocardium becomes undetectable. The
number of cardiomyocytes of mature mammalian heart re-
mains constant throughout life [81]. In adult hearts, mitotic
division of cardiac myocytes appears undetectable as car-
diomyocytes become terminally differentiated. The majority
of mature cardiomyocytes are growth arrested at the GO or
G1 phase. The population of cardiomyocytes was thought to
remain stable in number and with a one-to-one ratio to the
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number of capillary microvessels providing oxygen and sub-
strate delivery, not only during postnatal physiological growth
of the heart, but also in the adult heart [82]. In these condi-
tions, persistent stress leads to an ultrastructural remodel-
ing in which cardiomyocyte death exceeds cardiomyocyte re-
newal, resulting in progressive heart failure. Recently, studies
revealed that mammalian cardiomyocytes retain some capac-
ity for division and identified endogenous cardiac progenitor
cells in the heart; but the turnover rate of these cells is cer-
tainly limited. However, there is no consensus vet about the
possibility of new cardiac myocyte generation [83].

Major sources of ROS are present in the myocardium
[3], and paradoxically, a low level of antioxidant defenses ex-
ists in this tissue compared with other tissues such as liver.
The activities of three enzymes (SODs, catalases, and GPx),
which are able to detoxify activated oxygen, were determined
in both the heart andliver. Cardiac musce contains 150 times
less catalase and nearly four times less SOD than does the
liver. G Px activities were, however, similar in the two tissues
[84, 85]. In myocardium, as in some other tissues, the reac-
tion of radicals in the presence of O, or singlet oxygen, with
some amino acids, peptides, and proteins yields hydroperox-
ides. Protein hydroperoxides are capable of initiating further
radical chain reactions both intra- and intermolecularly, in
particular in cardiomyocytes, thus inducing heart failure [86].

In cardiomyocytes, the mitochondria are located near
calcium-release sites on the sarcoplasmic reticulum ($R) and
can capture a large quantity of the released calcium. Aceu-
mulating evidence supports the critical role of biochemical
cross-talk between the SR and mitochondria in normal car-
diomyocyte viability and excitation contraction (EC) coupling.
The SR and mitochondria have different individual func-
tions, but the coordination between these two cellular or-
panelles is essential to support synchronous cardiomyocyte
contraction/relaxation and to facilitate adaptation to chang-
ing metabolic demands. Mitochondrial ROS production can
modify EC coupling. A number of Ca’* channels or trans-
porters, and also myofilaments are sensitive to redox modifi-
cations [87]. Furthermeore, mitochondrial ion channels, such
as the inner mitochondrial anion channel, the permeability
transition pore, or uncoupling proteins, are activated by ROS
[88].

Another mechanism related to oxidative stress and con-
cerning the myocardinm is immunity. Although autoimmu-
nity is a well-established pathogenetic mechanism in several
endocrine, theumatic, and neurological disorders, it has only
recently gained more attention in cardiac diseases. Recent
studies suggest that the heart possesses an intrinsic system
that is intended to limit tissue injury. It is suggested that
this intrinsic stress response is mediated, at least in part,
by a family of pattern recognition receptors that belong to
the innate immune system [89]. Depending on individual
genetic predisposition, heart-directed autoimmune reactions
are supposed to emerge as a consequence of cardiomyocyte
injury induced by inflammation, ischemia, or exposure to
cardiotoxic substances [90].
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The discovery and characterization of the toll-like receptor
(TLR) family has led to better understanding of the innate im-
mune system and its function in the different organs, such
as those of the cardiovascular system. Through these TLRs,
cardiomyocytes respond to endogenous or exogenous signals
that may influence the pathophysiclogical responses to di-
lated cardiomyopathy [91]. Moreover, heart failure of diverse
origin is also now recognized to have an important immune
component, with TLR signaling influencing the process of
cardiac remodeling and prognosis. Therefore, the inhibition
of TLR signaling may be of great therapeutic benefit in several
forms of heart failure [92].

4.2 RNOS, cardiomyocytes, and reticulum stress

The ER is an organelle that plays an essential role in many
cellular processes, such as the folding of secretory and
membrane proteins, calcium homeostasis, and lipid biosyn-
thesis. The ER supports the biosynthesis of approximately
one third of all cellular proteins in eukaryotic cells. To achieve
the proper folding of proteins, the lumen of the ER is a spe-
cial environment [93]. Evidence of an intimate relationship
between the ER and mitochondria has accumulated. These
close contacts establish extensive physical links that allow the
exchange of lipids and calcium and they coordinate pathways
involved in cell life and death [94]. Various factors, such as ox-
idative stress and disturbances of calcium homeostasis, both
of which interfere with ER function, lead to the accumulation
of unfolded proteins. The resulting ER stress triggers the un-
folded protein response [95]. Conditions that perturb cellular
energy levels, the redox state or Ca’t concentration reduce
the protein folding capacity of the ER. Cells have evolved a
series of adaptive and protective strategies. If unresclved, ER
stress is lethal to cells via ER stress-induced apoptosis [96].
The important role of maintaining Ca’* homeostasis
within the cell is consequently dependent upon the ER and
its many Ca’*-binding chaperones, including heat shock pro-
teins (HSP) and calreticulin (CRT). CRT is integral to the
quality control of protein folding and Ca?* storage and release
within the ER. CRT is a central Ca’*-buffering protein that
regulates Ca’t storage and release within the ER [97]. Cell-
surface CRT exposiire is an important process that targets the
cell for immunogenic cell death (ICD) [98]. The translocation
of CRT to the cell surface can be induced by anthracydines.
Furthermore, CRT regulates the activity of Ca’*-AT Pase, pro-
viding dynamic control of ER Ca’t homeostasis [99, 100].

5 Cellular signaling in the cardiovascular
system
5.1 {NADPH) oxidases and free radicals

All NOX family members are transmembrane proteins that
transport electrons across biclogical membranes to reduce
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oxygen to superoxide. There are conserved structural proper-
ties of NOX enzymes that are common to all family mem-
bers, but activation mechanisms and tissue distribution of
the different members of the family are markedly differ-
ent [101]. The physiological functiong of NOX family en-
zymes include cellular signaling, regulation of gene expres-
sion, and cell differentiation. NOX enzymes contribute to a
wide range of pathological processes, such as the regulation
of immunomodulation and cellular proliferation [102].

As we reported, the generation of O;'~ and NO may lead to
the production of the harmfiill molecule ONOO™. It may re-
sult in S-nitrosylation and tyrosine nitration of proteins with
a concomitant change in their function. It is a potent trig-
ger of oxidative protein, DNA damage, including DNA strand
breakage and base modification. Tt activates the nuclear en-
zyme poly-ADP ribose polymerase, resulting in energy deple-
tion and apoptosis/necrosis of cells. Peroxynitrite has been
associated with the regulation of cell death [103, 104].

5.2 Oxidative stress, immunogenic regulation, and
transcription factors

A variety of transcription factors may be activated as a re-
sult of oxidative stress, leading to the expression of differ-
ent genes, including those for growth factors, inflammatory
cytokines, chemokines, cell cycle regulatory molecules, and
anti-inflammatory molecules. A new concept of ICD has
recently been proposed. The immunogenic characteristics
of this cell death mode are mediated mainly by damage-
associated molecular patterns (DAMPs), most of which are
recognized by pattern recognition receptors. Some DAMPs
{e.g., CRT and adenosine triphosphate) are actively emitted by
cells undergoing ICD, whereas others are emitted passively
{e.g., high-mobility group box 1 protein) [105]. Some DAMPs,
such as high-mobility group box 1 protein, can be inactivated
by cxidation. The ability of anticancer drugs such as anthracy-
clines to induce ICD was shown to depend on the induction
of ER stress. The combined action of ROS and ER stress ac-
tivates danger signaling pathways that help to traffic DAMPs
to the extracellular space. The immunogenicity of ICD was
found to be diminished in the presence of antioxidants [106].

In order to prevent oxidative stress, the cell must respond
to ROS by activating an antioxidant defense system. Antioxi-
dant enzymes play a major role in reducing ROS levels. The
redox regulation of transcription factors is thus significant in
determining the gene expression profile and cellular response
to oxidative stress. Increasing the cellular antioxidant capac-
ity by upregulating antioxidant detoxification genes is critical
in cellular adaptation to oxidative stress and protection from
oxidative damage. The antioxidant genes are regulated by a
highly homologous enhancer termed the antioxidant respon-
sive element (ARE), or electrophile response element [107].
Bach 1, a transcriptor factor, forms a heterodimer with Maf
{Musca domestica antifungal) oncoproteing and binds to the
Maf-recognition element (MARE). Among the various tran-
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scription factors, the activation of nuclear factor erythroid-
related factor 2 (NrF2) and nuclear factor kappa B (NF-kB) is
decisive for a wide range of processes associated with oxida-
tive stress.

521 NrF2

The Nrf2-Keap1 (Kelch-like erythroid cell derived protein with
CNC homeology (ECH) associated protein 1) signaling path-
way (N1f2-Keapl system) is one of the most important cell
defense and survival pathways. This system is a key factor for
cell protection from oxidative and electrophilic insults that
contribute to maintain the redox cellular microenvironment
[108]. Nif2 binding to ARE elements also triggers antioxi-
dant programs that scavenge intracellular ROS [109]. Nif2
is referred to as the “master regulator” of the antioxidant
response, modulating the expression of hundreds of genes,
including not only the familiar antioxidant enzymes, but large
numbers of genes that control numerous processes, such as
immune and inflammatory responses [110]. It is important to
point out that the redox-dependent Nrf2 system plays a cen-
tral role for HO-1 induction in response to oxidative stress.
There are several critical regulatory domains present in a 10-
kb region of the 5’-flanking sequence of the HO-1 gene. Two
of the most highly studied enhancer regions, called E1 and
E2, contain stress—response elements that structurally resem-
ble the ARE. The major positive transcriptional regulator of
the HO-1 gene that acts on StREs is Nrf2. Nrf2 is ubiquiti-
nated by forming a complex with Keapl. Keap1 targets N1f2
for ubiquitin-dependent degradation and, hence, represses
Nrf2-dependent gene expression. Some HO-1 inducers of ox-
idative stress may prevent Keapl-dependent degradation of
N1f2, thereby resulting in the nuclear accumulation Nif2. Ac-
cumulated or stabilized Nrf2 may bind to StRE regions to
form complexes with the small Maf proteins, leading to the
initiation of HO-1 gene transcription [111]. In response to
nitrosative stress, the activation of Nrf2 signaling leads to the
induction of HO-1 as a protective mechanism against inflam-
matory damage. LPS-induced inducible NOS {iNOS) expres-
sion was suppressed by pretreatment with HO-1 inducers in
N1f2** macrophages [112].

5.2.2 NF-«xB

The activation of NF-«xB transcription factor is critical
for a wide range of processes, such as immunity and
inflammation, as well as cell development, growth, and sur-
vival. NF-kB transcription factors consist of homo- or het-
erodimers of a group of five proteins, namely p65, RelA,
RelB, c-Rel, NF-kB1 (p50 and its precursor p105), and NF-
kB2. The NF-«kB pathway is activated by a variety of stim-
uli, including cytokines, ionizing radiation, and oxidative
stress. Redox modulations of the NF-kB pathway have been
widely demonstrated. Ozxidative stress can lead to chronic
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inflammation by activating a variety of transcription factors,
including NF-«B, and inflammation itself has a reciprocal
relationship with oxidative stress [113].

Under basal conditions, NF-kB is contained in the cyto-
plasm by inhibitors of NF-kB (I-kB). In response to a wide
range of signals, the regulatory NF-kB subunits, p50 and
p65, dissociate from I-kB and subsequently translocate to the
nucleus. In the absence of stimuli, NF-«B is found in cy-
toplasm bound to the inhibitory IkB proteins (IkBa, IkBf,
IkB~, IkBe, and Bcl3) [114]. In response to stimuli, includ-
ing cytokines, mitogens, and oxidative stress, IkB proteins
are rapidly phosphorylated by IkB kinase. Oxidative stress
results in lipid peroxidation products or the depletion of re-
duced GSH and subsequent increases in cytosolic oxidized
forms. GSS$G, which is produced in response to oxidative
stress, causes rapid ubiquitination and phosphorylation and
thus subsequent degradation of I-kB, which is a critical step
for NF-kB activation. By modulating a wide variety of tran-
scription factors, cellular metabolism may be regulated.

In summary, Nif2 modulates the anti-inflammatory cas-
cade through the inhibition of NF-«kB, and regulates cellular
antioxidant responses. Oxidative stress and inflammation are
two components of the natural host response to injury and are
important etiologic factors in atherogenesis. The Nrf2/ARE
pathway has been identified as an endogenous atheroprotec-
tive system for antioxidant protection and the suppression of
redox sensitive inflammatory genes [115].

6 Iron metabolism and cardiovascular
diseases

Dysfunction in the failing myocardium may result from ox-
idative stress disequilibrium. Growing evidence suggests that
modifications in oxidative stress may be induced by ionic met-
als, such as iron. In patients with heart failure consecutive to
dilated cardiomyopathy, we demonstrated alterations in iron
levels in different parts of the myocardium and that these
were related to functional parameters. These findings re-
vealed a relationship between iron metabolism disturbances
and the severity of heart diseases [3].

6.1 Coronary heart diseases (CHDs)

Observational studies have indicated that higher exposure
to iron may be associated with a higher risk of CHD. The
epidemiologic evidence, however, ig still ambiguous. Some
studies have found no association or an inverse association
between iron and CHD incidence or mortality. Recently, the
characteristics of 32 separate cohorts from 21 studies were re-
ported [116]. In this quantitative meta-analysis of prospective
cohort studies, total iron intake was inversely associated with
the incidence of CHD, whereas heme-iron intake was posi-
tively associated with incidence. Nonheme iron was not found
to be associated with CHD incidence. In contrast, heme iron
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increased the risk of CHD. An hypothesis of these results is
in relation with the iron biocavailability, heme iron is absorbed
at a much greater rate than is nonheme iron [117].

It has been proposed that a state of sustained iron deple-
tion or mild ID exerted a primary protective action against
CHD—the so called “‘iron hypothesis”; the protective effect
of iron depletion, which may have multiple beneficial conse-
quences, is due to decreased availability of redox-active iron
in vivo. One persistent criticism of the iron hypothesis is that
atherosclerosis may not be a prominent feature of heredi-
tary hemochromatosis (HH). HH is a clinically and geneti-
cally heterogeneous late-onset autosomal recessive disorder
that leads to excess iron accumulation in multiple tissues,
including the heart. Epidemiological evidence of the possi-
ble effect of HFE gene variations on CHD is equivocal. HH
can be caused by HFE mutations, and HFE gene variations
were shown to be associated with CHD and atherosclerosis
[118,119]. Recently, the goal of one study was to assess the
contribution of four HFE gene variants to the risk of CHD.
Some HFE gene mutations were shown to be associated with
iron overload and CHD [120]. Interestingly, HFE mutations
were associated with a 70% increased risk of CHD in women
but notin men [121].

Omne of the most interesting aspects of CHD epidemiol-
ogy is the gender difference. In all age groups, women have
a lower risk of myocardial infarction {MI) than do men. Epi-
demiological observations and the results of recent controlled
clinical trials suggest that it is not estrogen that protects
women. An alternative hypothesis was suggested, namely
that the lower risk of heart disease in women may be due
to gender differences in iron metabolism. It has been sug-
gested that lower body iron stores, and not the loss of ovarian
function, explained the differences between men and women
in the development of CHD [122].

6.2 Mi

Studies indicate that high consumption of red and/or pro-
cessed meat is related to an increased risk of cardiovascular
death. These associations have been ascribed, at least partly,
to the heme iron content in red meat [123]. Prospective stud-
ies have investigated the association between heme iron and
nonheme iron intake and the risk of fatal and nonfatal AMI
{where AMI is acute MI). The results did not support the
hypothesis that dietary iron in general increases the risk of
coronary disease. They suggested, however, that a high in-
take of heme iron was associated with an increased risk of
MT [124,125]. A recent prospective study examined heme
iron and nonheme iron intake in relation to the risk of fatal
and nonfatal AMI separately. In this study, a positive associa-
tion between heme iron intake and fatal AMI was particularly
pronounced in men with low intakes of calcium, magnesium,
and zinc. It was hypothesized that in the conditions of low
mineral intake, the interactions between iron and mineral
intake may lead to increased iron absorption [126].
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6.3 Arhythmia

Left ventricular and atrial function in patients with patholo-
gies, such as HH or B-thalassemia, may be affected directly by
iron deposition. The agsociation between cardiac arthythmia
and HH has been well documented. Most of the published
studies have described cases of cardiac arrhythmia in the pres-
ence of heart failure due to iron overload. The main clinical
finding was progressive congestive heart failure (CHF) with
arrthythmia, and autopsy confirmed excessive siderosis of the
heart [127]. It is therefore difficult to determine whether the
cardiac arrhythmia detected in subjects with HH is directly
linked to systemic iron overload rather than to heart fail-
ure. Recently, a study reported that the incidence of both
supraventricular and ventricular ectopy tended to be greater
in the combined HH groupsthan in age- and gender-matched
volunteer control subjects [128].

In thalassemia, electrocardiogram abnormalities are com-
mon. Heart rate modifications and prolonged corrected QT
interval (QTc) were present, regardless of cardiac iron status.
Repolarization abnormalities, including QT/QTc prolonga-
tion, left shift of the T-wave axis, and interpretation of ST/T-
wave morphology, were the strongest predictors of cardiac
iron [129]. Concerning the incidence of iron overload on atrial
functions, studies have demonstrated that atrial volume and
function are decreased in these conditions. In subjects with-
out detectable cardiac iromn, the left atrial ejection fraction de-
clined with age [130]. Patients suffering from iron-overload
cardiomyopathy have impaired systolic and diastolic function,
and increased susceptibility to atrial fibrillation (AF). The de-
velopment of AF remains poorly understood and is likely
to vary significantly among different AF pathologies. AF is
classified as paroxysmal (paroxysmal AF, PAF), persistent,
or permanent AF depending on the timing and duration of
episodes. In all these pathologies, studies have documented
the long-term benefits of iron-chelation therapy on electro-
cardiographic abnormalities [131,132].

6.4 Anemia in patients with heart disease

Approximately one third of patients with CHF and 10-20%
of those with CHD also have anemia [133]. The treatment
of anemia in patients with CHF and reduced left ventricular
ejection fraction has traditionally focused on erythropoietin-
stimulating agents (ESAs) [59]. Recently, large randomized
controlled trials of ESA and iv iron supplementation therapy
have been completed. ESA therapy did not show any improve-
ment in clinical outcomes, but iv iron supplementation may
be of benefit in improving HF symptoms [134]. In patients
with CHF, erythropoietin (EPO) is highly expressed, and a
close correlation between EPO and CHF has been demon-
strated [135]. The correction of anemia with EPO has reduced
morbidity and mortality in patients with chronic kidney dis-
ease, and recent studies have shown that the same approach
was not always beneficial in CHF patients. The use of EPO in
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patients with cardio-renal-anemia syndrome was associated
with an increased risk of death, along with a trend toward an
increased risk of CV events and stroke [136].

6.5 Atherosclerosis

The mechanism whereby iron may stimulate atherogene-
sis has been intensively investigated. Many excellent re-
views on current knowledge with regard to atherosclerosis
are available. Atherogenesis is characterized by inflammatory
changes, leading to plaque formation and then to plaque rup-
ture and arterial thrombosis. Atherosclerotic lesions are pre-
ceded by fatty streaks, accumulations of lipid-burdened cells,
below the endothelium. Most of the cells in these fatty streaks
are macrophages, together with T cells. The transendothe-
lial migration of leukocytes is a fundamental inflammatory
mechanismin atherogenesis. This process is in part mediated
by the interaction between endothelial adhesion molecules
and their ligands on monocytes [137]. Epidemioclogical stud-
ies and experimental data suggest that iron is involved in the
onset of atherosclerosis. The relationship between iron and
atherosclerosis is complex and remains contradictory. Oxida-
tive stress has been implicated in the etiology of atheroscle-
rosis, and transition metals such as iron aggravate oxidative
stress. Iron plays an important role in the pathogenesis of
atherosclerosis, primarily by acting as a catalyst for the athero-
genic modification of LD L. Furthermore, macrophages play a
key role in atherogenesis through their proinflammatory ac-
tion, which involves the production of IL-13 and tumor necro-
sis factor. In ourlaboratory, we demonstrated that in rabbits,
hypercholesterolemia induced increased levels of superoxide
iron deposition in the aorta. Our experimental model focused
on the very early stape of atherogenesis when macrophages
adhere to the endothelial layer [138].

Proinflammatory cytokines induce iron uptake by mono-
cytes and macrophages. Iron promotes monocyte recruitment
at the endothelium by modulating the expression of cell ad-
hesion molecules on the endothelium. Iron chelators prevent
these iron-mediated events [139].

Experimental evidence, relating to molecular chemistry,
supports the oxidative hypothesis of atherosclerosis: excess
iron generates oxidative stress and contributes to the patho-
genesis of the disease. In clinical trials, the evidence con-
cerning the specific role of iron in atherogenesis is often
contradictory [140]. In patients with atherosclerotic lesions,
iron has been detected in coronary plaques. In biopsied coro-
nary arteries of patients with ischemic cardiomyopathy and
atherosclerosis, we observed that iron content was high and
associated with an increase in lipid peroxidation [1]. A major-
ity of data are consistent with the hypothesis that high iron
levels may contribute to atherosclerosis as one factorin a mul-
tifactorial disease. However, some epidemiological data sug-
gest thathigh-stored iron levels are an independent risk factor
for coronary artery disease [141]. In addition, iron-chelation
therapy using desferrioxamine has been shown to slow down
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the early stages of atherosclerosis, probably by decreasing
iron levels [142). Patients with coronary artery disease had
impaired endothelium-dependent vasodilation in response
to methacholine compared with healthy control subjects, and
deferoxamine improved the blood flow regponse to metha-
choline in patients with coronary artery disease. Iron chela-
tion thus appeared to improve NO-mediated, endothelium-
dependent vasodilation in these patients [143].

7 Conclusions

If oxidative events are the basis for a number of pathologies,
the evident therapy for all of them should be the use of antiox-
idants. However, no clear benefit of antioxidant therapy has
yet been demonstrated in clinical intervention studies [144].
In contrast, it appears that iron plays a central role in the for-
mation and the scavenging of ROS$ and RNS. It is therefore
important to understand the mechanisms associated with
the development of dysfunctional iron homeostasis. It is of
pivotal importance to understand the precise mechanisms
of how different iron compartments may be implicated in
local oxidative stress. Iron-chelation therapy may present a
novel way to interrupt the cycle of catalytic iron-induced ox-
idative stress and tissue injury [ 145, 146]. Tron chelators may
be of therapeutic benefit in many pathological conditions. Ad-
vances have been made in major preclinical and clinical trials
on iron-chelation therapy for the treatment of iron-overload
disease as well as cardiovascular and chronic inflammatory
diseases.
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1. Introduction

Iron is a fundamental cofactor for several enzymes involved in oxi-
dation-reduction reactions due to its ability to exist in two ionic
forms: ferrous (Fe 4 2} and ferric (Fe + 3} iron. However, the redox
ability of iron can lead to the production of oxygen free radicals,
which can damage various cellular components. For this reason, iron
levels in tissues must be tightly regulated (Ganz, 2013). Various mole-
cules are involved in iron uptake and storage by hepatocytes and its ex-
port from hepatocytes, and systems describing the iron cycle have
evolved. The discovery of the iron-regulating role of the hormone
hepcidin, followed by the elucidation of its mechanism of action has
led to better understanding of the physiopathology of human iron disor-
ders (Munoz-Bravo et al., 2013; Waldvogel-Abramowski et al., 2014}
and offers new clinical potential in terms of diagnosis and therapy.
Hepcidin has emerged as the central regulatory molecule of systemic
iron homeostasis. Knowledge on how hepcidin exerts its regulatory
function and on the molecular processes that regulate hepcidin
production is largely based on animal and in vitro studies. Hepcidin is
a peptide secreted predominantly from hepatocytes. It down-regulates
ferroportin, the only known iron exporter, and therefore inhibits iron ef-
flux from duodenal enterocytes, macrophages and hepatocytes into the
bloodstreamn (Ganz & Nemeth, 2012}. Hepcidin expression is regulated
positively by body iron load. Although the underlying mechanism of
iron-regulated hepcidin expression has not been fully elucidated, sever-
al proteins have been identified that participate in this process. In this
review, we will summarize the role of hepcidin in iron homeostasis
and its contribution to the pathophysiology of inflammation and iron
disorders. We will examine emerging new strategies to modulate
hepcidin metabolism. The therapeutic manipulation of hepcidin activity
may become an important approach in cardiovascular and metabolic
disorders.

2. Systemic iron metabolism and the importance of iron storage
2.1. Iron distribution

The total amount of iron in a 70-kg adult is approximately 4 g, of
which two thirds is the iron in red blood cells and 300 mg s in the myo-
globin of muscles. The majority of this iron comes from the recycling of
senescent erythrocytes by macrophages of the reticulo-endothelial sys-
tern (about 20 mg/day)} (Gudjoncik et al., 2014}. Most of the iron in
plasma is directed to the bone marrow for erythropoiesis. More than 2
million new erythrocytes are produced every second by the bone mar-
row, requiring a daily supply of at least 20-30 mg of iron. Only 1 to
2 mg of the daily iron supply is derived from intestinal absorption,
which, under a steady state, is sufficient only to replace insensible iron
loss. Significant amounts of iron are also present in macrophages (up
to 600 mg) whereas excess body iron (~1 g) is stored in the liver. Each
erythrocyte contains a billion atoms of iron; at normal rates of turnover,
this concentration corresponds to the incorporation of 2 x 10?° atoms of
iron per day. Consequently, anaemia is the cardinal sign of iron deficien-
cy. The best characterized syndrome of iron overload is hereditary
haemochromatosis (Vujic, 2014). The acquisition, transport, utilization
and storage of iron are tightly controlled to meet physiological needs

and prevent excessive accumulation of the metal within cells. Mammals
utilize distinct mechanisms to regulate iron homeostasis at the systemic
and cellular levels (Lawen & Lane, 2013).

2.2. Proteins that exert crucial functions in
the maintenance of systernic iron homeostasis

2.2.1. Arange of regulatory mechanisms: general regulation

Several proteins, such as transferrin, ferritin, hemosiderin, hepcidin
and ferroportin, exert crucial functions in the maintenance of systemic
iron homeostasis. Macrophages play an important role in executing
the regulatory events that lead to changes in systemic iron levels
(Gammella et al.,, 2014). Schematically, the main site of iron absorption
is the small intestine, but most iron is recycled by the monocyte-macro-
phage system via phagocytosis of senescent erythrocytes. In the circula-
tion, iron is usually bound to transferrin (Tf}, and most of the Tf-bound
iron is utilized for bone marrow erythropoiesis { Gudjoncdk et al., 2014).
Within cells, iron is stored in the proteins ferritin or hemosiderin. Iron is
the only micronutrient known to have a regulatory hormone, hepcidin,
which responds to both nutrient status and infections. Hepcidin is main-
ly synthesized in theliver. It is a negative regulator and its production is
increased during iron overload and inflammation. Intracellular iron is
released into the circulation via ferroportin (FPT). The iron is donated
to Tf and reutilized for bone marrow erythropoiesis. Hepcidin binds to
the iron exporter FPT and leads to its degradation, thereby inhibiting in-
testinal iron absorption, cellular export and reticulo-endothelial iron re-
lease (Munoz et al,, 2011).

2.2.2. Role of ferritin

Multiple physiological processes are involved in maintaining iron
homeostasis. These include iron storage at the intracellular and extra-
cellular levels. Ferritin is the major iron-storage protein. Typical ferritins
are composed of 24 subunits, which fold into a 4-helix bundle and form
an almost spherical protein shell. There is a strong equilibrium between
ferritin-bound iron (Fe*) and the labile iron pool in cells (Fe*™), by
which ferritin prevents the formation of reactive oxygen species medi-
ated by the Fenton reaction (Alkhateeb & Connor, 2013). Various cell
types contain a transient cytosolic pool of iron, presumably bound to
low-molecular-mass intracellular chelates, such as citrate, various pep-
tides, ATP, AMP or pyrophosphate. This labile iron pool is redox-active
and its concentration is determined by the rates of iron uptalke, utiliza-
tion for incorporation into iron enzymes, storage in ferritin and export
from the cell (Cabantchik, 2014).

There are two functionally and genetically distinct ferritin subunits:
1-ferritin and H-ferritin (also known as light-chain and heavy-chain fer-
ritin}. Ferritin is found in the cytoplasm, nucleus and mitochondria of
cells. Serum ferritin has been thought to reflect iron stores in the body
and to increase as a secreted by-product of intracellular ferritin synthe-
sis. Cellular iron is stored primarily in the cytoplasm, but organelles such
as mitochondria are the main users of metabolically active iron
(MacKenzie et al., 2008).

The regulation of ferritin synthesis by iron is mainly due to post-
transcriptional regulation through the binding of IRP1 and IRP2 to
iron-responsive elements (IRE} located in the 5’ UTR of ferritin mRNA.
Both IRP1 and IRP2 are expressed ubiquitously in most tissues. In
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addition to iron-mediated regulation, oxidative stress is able to modu-
late the activity of IRP1 and IRP2. This process is regulated at the tran-
scriptional level through an antioxidant-responsive element (ARE}
(Tsuji, 2005}. The role of nitric oxide (NO} in the regulation of the IRP/
IRE system is well established (Hentze et al,, 2004}. NO induces the ex-
pression of FPN, the transmembrane protein responsible for iron export
from macrophages, and is associated with activating the transcription
factor nuclear erythroid 2-related factor-2 (Nrf2) (Nairz et al., 2013}.
Given the established regulatory circuits between nitric oxide synthase
({NOS} activity and iron homeostasis, it has been hypothesized that iron
homeostasis and NO biclogy are interconnected. Recent studies showed
that haemoglobin o haem iron in the oxygenated Fe™ state and NOS
are in a macromolecular complex and can form a direct protein-protein
interaction (Straub et al,, 2012}.

2.2.3. Role of transferrin

Cellular iron homeostasis is accompanied by the coordinated regu-
lated expression of ferritin and other proteins including Tf. Cells have
transferrin receptors (TfR) that mediate iron metabolism. Iron is
imported through the endocytosis of Fe’*-loaded Tf that interacts
with its TfRs (TfR1 and TfR2) in a tightly regulated feedback loop con-
trolled at the genetic and protein level. Tf is a monomeric protein of
76-81 kDa comprising two structurally similar lobes (termed N-and
C-lobes), each of which contains a single iron-binding site. Plasma Tf is
a powerful chelator, capable of binding iron tightly but reversibly. Iron
chelation by Tf serves to maintain Fe3* in a soluble form in a redox-
inert state, thus preventing the generation of toxic free radicals
(Gkouvatsos et al., 2012). TfR1 (also known as CD71} is ubiquitously
expressed at low levels in most normal human tissues. TfR2 is a protein
that is highly homologous to TfR1 but whose expression is largely re-
stricted to hepatocytes. Serving as the main port of entry for iron
bound Tf into cells, TIR1 is a type Il receptor that resides on the outer
cell membrane. The Tf-TfR complex is internalized via clathrin-coated
pits and then metabolized in the lysosome (Daniels et al., 2012}. Iron
homeostasis is controlled by Tf as well as in other ways. In this context,
a relationship exists between TfRs and peptides such as hepcidin, which
appears to be involved in the final common pathway towards which the
components of the regulatory network converge to control tissue iron
metabolism.

A decade ago, hepcidin, an antimicrobial peptide with iron-
regulatory properties, was discovered and found to play a significant
role in iron regulation in health and disease. Hepcidin is predominantly
synthesized in hepatocytes, secreted from hepatocytes and excreted
through the kidney. In iron deficiency or in haemorrhagic or haemolytic
anaemia, the production of hepcidin in hepatocytes decreases. When
this happens, both iron absorption in the duodenum and the release of
iron from stores are greatly increased. In patients with anaemia or
chronic disease, hepcidin is over-expressed (Polin et al,, 2013}. In the
following chapters of this review, we will describe the structures and
functions of hepcidin and examine emerging new pharmacological
strategies that modulate hepcidin metabolism.

3. Diseases asseciated with iron deficiency or iron overload
3.1 Iron deficiency

The symptoms and signs of iron deficiency are partly explained by
the presence of anaemia. Iron deficiency will result from any condition
in which dietary iron intake does not meet the body’s demands; for
this reason, rapidly growing children and premenopausal women are
at the highest risk. Iron deficiency caused by dietary insufficiency is usu-
ally secondary to intestinal blood loss. Congenital and acquired abnor-
malities of the intestinal epithelium can also result in iron deficiency.
The combination of mild-to-moderate anaemia and hypoferraemia is
often seen in chronic infections, inflammatory disorders, haematologi-
cal malignancies, and some solid tumours. Inflarnmation anaemia has

also been called the “anaemia of chronic disease,” (Corwin & Krantz,
2000). The influence of iron deficiency was underestimated especially
in terms of worsening of cardiovascular diseases and of developing
anaemia (Ebner & von Haehling, 2013). Approximately one third of pa-
tients with congestive heart failure (CHF) and 10% to 20% of those with
coronary heart disease (CHD} also have anaemia. Anaemia is associated
with more symptoms, a greater hospitalization rate and increased mor-
tality rates in patients with CHF and CHD (Kansagara et al., 2013).

3.2. Iron overload: haemochromatosis

TIron overload leads to excessive iron deposition in a wide variety of
tissues. The rapid and massive influx of iron into the plasma can cause
an early-onset organ disorder called juvenile haemochromatosis, which
includes heart failure and endocrine insufficiency. Primary (hereditary}
haemochromatosis and secondary iron overload (hemosiderosis} is
reaching epidemic levels worldwide. In genetic haemochromatosis and
in B-thalassemia, iron overload is the primary cause of liver cirrhosis, di-
abetes, and heart failure. Over 85% of all cases of haemochromatosis are
due to mutations in the haemochromatosis protein, which is involved
in iron metabolism. Human haemochromatosis protein also known as
the HFE protein is a protein encoded by the HFE gene (Moyer et al,
2011}, The cardiac and endocrine systems are particularly susceptible
to rapid iron loading. In cells, iron induces an increase in oxidative stress
and limits high-energy electron transport required for mitochondrial
respiration (Murphy & Oudit, 2010)}. Four meta-analyses of the studies
examining the association between four HFE gene variants and the risk
of coronary heart diseases were recently conducted. HFE gene mutations
were shown to be associated with iron overload and cardiovascular dis-
eases (Lian et al,, 2013).

The management of iron overload and the treatment of iron toxicity
by chelation in patients with acquired iron overload (e.g. transfusion-
dependent anaemia) have been shown to reduce iron burden and im-
prove survival. Iron chelators are best known for their ability to seques-
ter iron from the cell or organism and to function as an antioxidant by
preventing the Fenton reaction. Three iron chelating agents: Deferox-
amine, Deferiprone and Deferasirox are currently available {(Munoz
etal, 2011}. Other orally active iron chelators are currently under devel-
opment and one, FBS0701, is in a clinical trial. FBS0701 has been shown
to bind Fe?™ with very high affinity and selectivity and has demonstrat-
ed ano-observable-adverse-effect level at least 4 times greater than that
obtained with deferasirox suggesting a favourable clinical safety profile
(Ma et al,, 2012; Neufeld et al., 2012).

4. The liver: the main regulator of iron
metabolism and producer of iron-regulatory proteins (Fig. 1)

The liver is the central regulator of systemic iron balance. Hepato-
cytes not only store iron, but also play a crucial role in iron metabolism
by producing Tf, the iron cartier protein, and hepcidin, a hormone in-
volved in regulating iron metabolism. As we reported previously,
hepcidin is mainly synthesized in hepatocytes, secreted from hepato-
cytes, and excreted through the kidney. Schematically, extracellular cir-
culating iron in the plasma is present as soluble Tf-bound iron, and
when there is excess iron, it binds to serum proteins or citric acid.
Human serum albumin is known to be a low-affinity iron-binding pro-
tein and it has been proposed as a ligand for the non-transferrin-
bound iron {NTBI) pool that exists in the sera of iron-overload patients.
Hepatocytes express both TfR1 and TfR2. TfR1 expression is controlled
by the level of iron within cells, and is regulated by the iron-regulatory
proteins (IRP)}-iron-responsive elements (IRE} regulatory system (Cairo
& Recalcati, 2007). Fe?*-Tf binds with TfR1 on the cell membrane
surface to form a complex that, as mentioned above, is then transported
into hepatocytes by endocytosis. The released ferrous iron is
transported from the interior of the endosome to the cytosol by divalent
metal transporter 1 (DMT1 ).
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Fig. 1. Regulation of systemic iron metabolism and hepcidin expression. Enterocytes incorporate iron via divalent metal transporter 1(DMT1) located on the apical membrane upon
reduction of Fe 3+ to Fe 2+ by ferri-reductase. Hepatic hepcidin regulates the efflux of iron from the cells by regulating the activity of ferroportin (FPN). The synthesis and secretion
of hepcidin by hepatocytes are influenced by iron levels in relationship with infection and inflammation. Hepcidin preferentially binds to the blood glycoprotein, activated o2-
macroglobulin (cc2M). Macrophages and spleen recognize damaged or senescent erythrocytes, phagocytize them and digest them to extract heme and iron. Haem is degraded through
the action of haem oxygenase-1 (HO-1) to release iron. Macrophages export Fe?* via FPN, in a process coupled by re-oxidation of Fe** to Fe*+. Hephaestin assists by converting Fe**
to Fe** which is then bound by transferrin (Tf). In the circulation, iron is bound to Tf. Tf possesses receptors (TfR) that mediate iron metabolism.

A growing body of evidence suggests that dysregulation of iron me-
tabolism contributes to age-related pathologies. Hepatocyte senescence
correlated positively with hepatic iron concentrations, serum ferritin
and oxidative stress. The mechanisms that contribute to iron retention
with ageing are unclear, but might involve enhanced iron uptake, or re-
duced iron export in these tissues, potentially resulting from the dysreg-
ulation of iron transport proteins (Wood et al., 2014). Iron retention
generates oxyradicals and contributes to the peroxidation of lipids and
proteins in membranes, thus leading to cellular toxicity. This process
is thought to contribute to hepatocellular necrosis and apoptosis and
the development of hepatic fibrosis in pathologies associated with
iron retention (Ramm & Ruddell, 2010). The hypothesis according to
which iron overload could be harmful has been extensively and contro-
versially discussed in relationship with oxidative stress. In patients, the
correlation between haemochromatosis and an established marker of
oxidative stress, the urinary excretion of 8-iso-prostaglandin F2« has
been demonstrated (Kom et al., 2006). A recent study in rats investigat-
ed whether or not iron supplement facilitated the onset of induced
type-2 diabetes by the overproduction of reactive oxygen species
(ROS) and reactive nitrogen species (RNS) and exacerbated oxidative/
nitrosative stress in association with hepatic dysfunction. Both diabetes
and elevated amounts of liver iron caused hepatic disease, resulting in
increased liver injury including fibrosis, inflammation and hepatocellu-
lar necrosis (Li et al, 2012). These results were similar to the

conclusions of studies in animal models of haemochromatosis
(Klopfleisch & Olias, 2012). It is known that mutations in HFE or TfR2
cause hereditary haemochromatosis by impeding production of the
liver's iron-regulatory hormone, hepcidin. The effects of disrupting
HFE or TfR2, either alone or together, on liver iron loading and injury
in mouse models of hereditary haemochromatosis were investigated.
Liver F2-isoprostane levels were higher, and copper/zinc and manga-
nese superoxide dismutases (SODs) activities lower in mutant animals
than in wild-type mice (Delima et al., 2012). In conclusion, there is
now strong evidence that iron overload plays an important role in the
initiation and progression of hepatic injury through its ability to catalyze
the formation of ROS thus inducing oxidative stress that is not compen-
sated for by endogenous antioxidant mechanisms.

5. Levels, structures, and kinetics of hepcidin
5.1. Levels of hepcidin

Hepcidin was discovered by three laboratories working indepen-
dently (Krause et al., 2000; Park et al., 2001; Pigeon et al,, 2001). The
laboratory of Tomas Ganz invented the name hepcidin, because the
gene is highly expressed in the liver (hep-} and was found to possess
some microbicidal activity (-cidin). The bacteriostatic effects of iron-
binding proteins had already been recognized in the 1940s. It was
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noted that specific iron-binding proteins in egg white (ovotransferrin}
and blood (transferrin} inhibited the growth of certain bacteria—an ef-
fect easily reversed by adding iron. There are considerable differences
in hepcidinlevels depending on the method used to make the measure-
ment. Absolute hepcidin concentrations differed widely between the
assays (Laarakkers et al., 2013).

To date, concentrations of the biomarker hepcidin have only been
assessed in the sera of relatively small series of healthy volunteers and
patients. In a large, well-phenotyped sample of the general population
(n = 2998}, a recent study assessed age- and sex-stratified reference
ranges of serum hepcidin concentrations. Variations in hepcidin con-
centrations over age differed between men and women. Men showed
a stable hepcidin concentration, although a non-significant trend to-
wards an age-related increase in serum hepcdin was previously report-
ed in a study of 65 men. In women, serum hepcidin concentration was
substantially higher for postmenopausal than for premenopausal
women. The median serum hepcidin concentration in men was
7.8 nM, while that in women was 4.1 nM for wormen younger than
55 years and 8.5 nM for women aged 55 years and older (Galesloot
et al, 2011}. There is currently no evidence to support either a primary
or secondary circadian variation in hepcidin. However, circadian varia-
tions in hepcidin do exist and could be secondary to variations in iron
intake during the day. Serum ferritin was shown to be the most impor-
tant correlate of serum hepcidin concentration (Ashby et al.,, 2009}. In
the Nijmegen Biomedical Study, hepcidin and the hepcidin/ferritin
ratio, which reflects hepcidin expression relative to iron stores, were
significantly associated with the presence of atherosclerotic plaque in
postmenopausal women (Galesloot et al., 2014). It has been hypothe-
sized that high levels of hepcidin may increase cardiovascular risk by
slowing or preventing the mobilization of iron from macrophages.
(See later paragraph: Hepcidin: endogenous cytoprotective agent in
cardiovascular pathophysiology and possible therapeutic targets).

5.2 Structure of hepcidin (Fig. 2)

Hepcidin is synthesized in the liver as an 84-amino-acid (AA}
preprohormone, and is targeted to the secretion pathway by a 24-AA
N-terminal targeting sequence. The resulting 60-AA pro-hepcidin is
processed further into a mature C-terminal 25-AA active peptide
(~2.7 kDa) that is secreted into the circulation. The human 25-amino-
acid hepcidin peptide contains four disulphide bonds, and urinary
hepcidin is rich in pB-sheet. Hepcidin forms a simple hairpin stabilized

by four disulphide bonds (Ganz, 2005). Under physiological conditions,
N-terminal truncated hepcidin-20, -22 and -24 peptides have been ob-
served in the urine, but are absent from or exist at low concentrations in
plasma. These smaller hepcidin isoforms mostly occur in plasma in dis-
eases that are associated with significantly increased hepcidin concen-
trations, such as sepsis and kidney failure. Hepcidin concentrations
were reported to be increased in patients with chronic kidney disease.
This could be caused by inflamnmation, which frequently accompanies
renal failure. However, even patients without significant inflammation
have elevated hepcidin levels that progressively increase with the se-
verity of the kidney disorder. Because hepcidin is cleared, at least par-
tially, by filtration in the kidney, decreased kidney function probably
contributes to this phenomenon. This hypothesis is supported by a
number of studies that reported an inverse correlation between the glo-
merular filtration rate and the serum concentration of hepcidin (Peters
etal, 2010). Hepadin-25 has both antimicrobial and iron-regulatory ac-
tivities, whereas hepcidin-22 and hepcidin-20 have only antimicrobial
activity. Much is still unknown about the origin of the smaller isoforms.
During prolonged storage of plasma at room temperature, it has been
observed that a decrease in plasma hepcidin-25 was paralleled by anin-
crease in the levels of the hepddin-24, -22 and -20 isoforms. This means
that all of the determinants for the conversion of hepcidin-25 to smaller
inactive isoforms are present in the circulation, which may contribute to
the functional suppression of hepcidin-25, which is significantly higher
in patients with renal impairment (Laarakkers et al,, 2013}. We found
that hepcidin was expressed predominantly in the hepatocytes around
the portal veins in mouse liver. Interestingly, ferroportin staining was
also found to be much more prominent in the periportal areas.

5.3. Hepcidin kinetics

Binding to carrier proteins may prevent circulating hepcidin from
being freely filtered (Peters et al, 2010}. Hepcidin preferentially
binds to the blood glycoprotein, a,-macroglobulin (M) and to
methylamine-activated oM (o, M-MA). aioM, which is composed of
subunits with tetrameric structures in vertebrates, protects the body
against various infections, and hence, can be used as a biomarker for
the diagnosis and prognosis of a number of diseases (Rehman et al.,
2013). Hepcidin binds to the methylamine-activated form of a;M via
four high-affinity binding sites. In addition to hepcidin binding, both
a2Ms bind many hormones and cytokines such as IL-6. Hepcidin com-
plexed with native and activated asM significantly decreased FPN
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Fig. 2. Hepcidin: the amino-acid sequence and structure. Hepcidin is synthesized as an 84-amino-acid (AA) preproprotein. A furin-like proprotein convertase is responsible for cleavage of
pro-hepcidin to hepcidin, The human 25-amino-acid hepcdidin peptide contains four disulphide bonds. N-terminal domain interacts with ferroportin.
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expression. Hepcidin bound to activated ;M binds to the oM recep-
tor: low density lipoprotein receptor-related protein-1 (Lrp1) on target
cells. Activated apM is internalized by endocytosis via these receptors
(Huang et al,, 2013).

Hepcidin clearance is assumed to occur via cellular co-degradation
with FPN at its sites of action, and via excretion by the kidneys. Because
of its low molecular weight and small radius, unbound hepcidin proba-
bly passes freely into the glomerular filtrate. Possible local tubular pro-
duction of hepcidin as well as possible defective tubular reabsorption of
hepcidin must also be taken into account in the interpretation of urine
levels as a mirror of serum hepcidin concentrations (Kulaksiz et al.,
2005}, Recently, hepcidin-25 has been shown to have a direct correla-
tion with creatinine and an inverse correlation with estimated glomer-
ular filtration rate, suggesting that hepcidin-25 levels increase as renal
function deteriorates, possibly due to decreased renal clearance of
hepcidin-25 (Troutt et al, 2013).

6. Sources of extrahepatic hepcidin

Apart from hepatocytes, which are the main source of circulating
hepcidin, other cell types such as macrophages, adipocytes, and heart
and stomach cells express hepcidin mRNA, but at a lower level. While
extrahepatic hepcidin expression is becoming established, the physio-
logical role of hepcidin in extrahepatic tissues is only partially under-
stood. Extrahepatic hepcidin production may play a role in the local
regulation of iron fluxes.

6.1. Macrophages

Macrophages facilitate the rapid throughput of iron and strongly ex-
press FPN. The transport of iron across vacuolar membranes into the cy-
toplasm of macrophages involves DMT1, which is specific for ferrous
iron. The necessary iron reduction is catalyzed by an erythroid
endosomal ferric reductase, which is important for iron utilization in
erythrocytes.

A sequence of events tales place in macrophage lysosomes when they
phagocytose senescent erythrocytes. The hydrolytic environment of the
phagolysosome digests the erythrocyte and its haemoglobin, releasing
haem, which is then degraded by inducible haem oxygenase-1 (HO-1}.
Iron is released for cytoplasmic storage or export to blood plasma; these
processes may be particularly influenced by hepcidin. HO-1 acts within
the phagolysosomes, and the released iron is transported across the
phagolysosomal membrane. Macrophages are important producers of
hepcidin, and within macrophages, hepcidin localizes in mycobacteria-
containing phagosormes where it exerts its antimycobacterial activity
(Layoun & Santos, 2012). In macrophages, the regulation of lipopolysac-
charide (LPS}-inducible cytokines, which include several endogenous
compounds such as TNFg, interleukin (IL} families and receptors, espe-
cially Toll-like receptors (TLRs) and IL-1R takes place. LPS-induced
hepcidin expression in vivo is dependent on TLR4, indicating that TLR sig-
nalling may be important for the activation of hepcidin production in
macrophages (Fig. 1} (Constante et al., 2006). In contrast to hepcidin ex-
pression in hepatocytes, that in macrophages is positively regulated by
gram-positive and gram-negative bacteria wall constituents through
TLRZ and TLR4 (Layoun & Santos, 2012). Hepcidin expression by macro-
phages increases following bhacterial infection, and hepcidin decreases
iron release from macrophages in an autocrine and/or paracrine manner.
Though circulating hepcidin seems to be a relatively ineffective antimicro-
bial peptide, it was recently proposed that hepcidin produced endoge-
nously by macrophages and localized in the phagosome could play a
role in host defences against tuberculosis by causing structural damage
to the mycobacteria (Sow et al, 2011).

In monocytes, autocrine production of hepcidin has been shown to
down-regulate FPN expression, thereby contributing to iron sequestra-
tion within these cells (Theurl et al., 2008)}. The hepcidin-mediated ele-
vation of intracellular iron plays an important role in the cytokine

response of macrophages and hence subsequent immune responses
(Layoun & Santos, 2012}. It has recently been proposed that High Mobil-
ity Group Box-1 (HMGB1)}, which is released from irradiated tumour
cells, acts as an endogenous TLR4 ligand {Apetch et al., 2007). HMGB1
is a nuclear protein that can be released into the extracellular milieu
from immune and non-immune cells in response to various stimuli. Ex-
tracellular HMGB1 contributes to the pathogenesis of numerous chronic
inflammatory and autoimmune diseases, including sepsis, rheumatoid
arthritis, atherosclerosis, chronic kidney disease and cancer. It has
been suggested that there is some interplay between HO-1 and
HMGB1 (Gong et al,, 2008).

In atherosdlerotic plaque, iron preferentially accumulates in macro-
phages where it can exert pro-oxidant activities (Yuan & Li, 2003)}.
The physiology of hepcidin suggests an additional mechanism by
which iron depletion could protect against the progression of athero-
sclerotic lesions. Without hepcidin, macrophages retain less iron.
Hepddin may promote plaque destabilization by preventing iron mobi-
lization from macrophages within atherosclerotic lesions. This process
can be altered and the absence of this mobilization may result in in-
creased cellular iron loads, thus inducing lipid peroxidation, which is as-
sociated with progression to foam cells (Sullivan, 2007).

Interestingly, it was recently demonstrated that after exposure to
iron, differentiated macrophages (M2) completely changed their phe-
notype and acquired a phenotype oriented to iron release. The iron han-
dling ability of M2 macrophages suggests they play a modulatory role in
atherosclerosis. Hepcidin decreased iron loading in M2 macrophages,
whereas FPT expression increased. Expression of the HO-1 gene and
NRFZ, which are marlkers of oxidative stress, also increased markedly
in M2 macrophages. Finally, these M2 macrophages are highly special-
ized in iron recycling associated with increasing FPN expression and a
decrease in hepcidin mRNA levels (Bories et al.,, 2013},

6.2. Adipocytes

Recent data suggest that adipocytes are capable of producing
hepcidin, and that this process is probably triggered by inflammatory
stimuli. Hepcidin mRNA and hepcidin were present in adipose tissue,
and mRNA levels in adipose tissue correlated with levels of IL-6 and C-
reactive protein (CRP} (Bekri et al., 2006). Adipose tissue expressed
hepcidin at both the mRNA and protein level and this expression was
enhanced in obese patients (Vuppalanchi et al., 2014}. A lot of results
point out that hepcidin may play an important role in the hypoferremia
of inflammation in obese patients. There is a tight relationship between
iron deficiency and obesity. Obesity seems to be associated with lower
iron levels and higher iron stores, reflecting lower iron bioavailability,
together with higher hepcidin production and with higher levels of
obesity-related inflammation markers (Coimbra et al., 2013}, In this
field, it has been reported that activin B was a new adipokine having a
role in energy balance and insulin insensitivity associated with obesity
(Dani, 2013). Interestingly, hepcidin synthesis was induced by inflam-
matory signals including activin B and SMAD responded to activin B
(Besson-Fournier et al., 2012; Akel et al., 2013).

Interactions between cells in the blood vessel wall and regional
lipids are vital for normal vascular function, and they are disturbed in
cardiovascular diseases. Perivascular adipocytes are present at the
adventitial border of blood vessels. The secretion of mediators that
regulate inflammation is a characteristic feature of adipocytes. These
mediators can be divided into two categories: adipokines and cytokines.
Adipose tissue is known to secret IL-6, leptin and adiponectin
(Rajsheker et al., 2010}. As we reported, hepcidin is rapidly induced
by cytokines, including I1-6. In human volunteers, recombinant IL-6 in-
fusion resulted in a 7.5-fold increase in urine hepcidin levels, and serum
iron decreased by 34% within 2 h. IL-6 neutralizing antibodies were used
to show that there was an IL-6-dependent inflammation-mediated and
regulatory-hepcidin pathway (Nemeth et al., 2004a). It has been sug-
gested that adipocytes are key regulators of metabolism in all tissues,
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given their integrated sensing of nutritional stores and iron availability.
Evidence now exists that adipocyte iron levels regulate adiponectin
transcription and serum protein levels (Gabrielsen et al., 2012). High
levels of leptin are found in obesity and also appear to contribute to
the iron status observed in obesity. Leptin is capable of inducing hepatic
hepcidin expression via the Janus kinase 2 (Jak2)/STAT3 signalling path-
way, which is similar to IL-6-mediated hepcidin expression. STAT3 be-
longs to the signal transducer and activator of transcription (STAT)
family of signal responsive transcription factors. In non-stimulated
cells, STAT3 is kept in an inactive cytoplasmic form. The JAK2/STAT3
pathway is a stress-response mechanism that transduces signals from
the cell surface to the nucleus, thereby modulating gene expression
(Chung et al., 2007; Meli et al., 2013). Certain studies have reported
that circulating hepcidin and leptin concentrations in obese patients
are higher than those in normal-weight subjects. These observations
support the idea that the poor iron status frequently observed in
obese patients may be associated with the hepcidin-mediated inhibition
of dietary iron absorption (Amato et al., 2010). As we previously report-
ed in the underlying mechanism of iron-regulated hepcidin expression,
several proteins that participate in this process have been identified.
Among these, haemojuvelin (H]V) plays a particularly important role.
A soluble form of haemojuvelin (s-H]JV) exists in the blood. Recently, it
has been reported that HJV was also expressed in adipocytes at mRNA
and protein levels. Moreover, its mRNA expression was greatly in-
creased in adipose tissue from obese individuals and correlated posi-
tively with hepcidin expression levels (Luciani et al., 2011).

A) Liver control

B) Liver immunostaining

6.3. Heart

It has been reported that increased levels of iron and iron-mediated
injury play an important role in the development of a number of heart
disorders, including iron-overload cardiomyopathy, acute myocardial
infarction and coronary heart diseases (Tuomainen et al., 1998;
Rochette et al., 2011). Heart cells have the ability to accumulate
transferrin-bound iron via the Tf receptor and non-transferrin-bound-
iron probably via the t-type Ca®* channel. FPN-mediated iron export
is dependent on the ferroxidase activity of the multicopper oxidases, ce-
ruloplasmin and hephaestin (Qian et al., 2007). It has also been demon-
strated that hepcdin was expressed in the heart; this implies that this
protein might play a role in iron homeostasis in the heart. In vitro, it
has been demonstrated that hepcidin was able to bind with FPN, inter-
nalize and degrade FPN, and thus decrease iron export from heart cells
(Merle et al., 2007; Ge et al., 2009).

In our laboratory; we found that hepcidin was present in the myo-
cardium. The protein was diffusely expressed in the myocardium
(Fig. 3). Recently, cardiac expression of hepcidin in different conditions:
rat experimental autoimmune myocarditis (FAM), rat acute myocardial
infarction (AMI) and human myocarditis have been investigated.
Hepcidin mRNA was moderately expressed in the heart of normal rats,
but the expression of hepcidin mRNA in the heart of EAM rats was
markedly greater than that in controls. In humans, the level of
hepcidin/cytochrome oxidase mRNA in hearts with pathologically diag-
nosed myocarditis was significantly higher than that in hearts without

hepcidin-25

hH SRS

Fig. 3. Histology: Hepcidin expression in the liver and heart. Representative images of hepcidin-25 immunostained liver and heart sections. “After fixation in formalin and dehydration in
alcohol, the samples were embedded in paraffin. Slices of 5 um were cut and immunostained for hepcidin. Briefly, after antigen retrieval (citrate buffer pH6), slices were incubated with
H202 3% in TBST (2 x 8 min) and saturated (Impress Kit serum plus BSA 3% in TBST) for 20 min. They were incubated with anti-hepddin (1/50, Abcam—ab30760) overnight at4 °C. After 3
rinses in TBST, the slices were incubated with Impress Kit Solution (Vector Lab—MP7401) for 30 min. After the revelation step with Nova Red kit (Vector Lab—SK4800), they were

counterstained in haematoxylin.”.
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myocarditis. Finally, hepcidin expression is more strongly influenced by
local environmental conditions than by systemic conditions; hepcidin
mRNA levels correlated with those of IL-6 mRNA (Isoda et al,, 2010).
In hypoxic rat hearts, expression levels of hepcddin were highest at the
myocardial intercalated disc area (Merle et al., 2007). Given this locali-
zation, itislogical to condude that the presence of hepcidin in the inter-
calated disc area may be an important component in a local response to
an inflammatory process.

Another condition that induces hepcidin expression is inflammation
associated with cardiac diseases such as heart failure. Increases in pro-
inflammatory cytokine levels and anaemia have been reported in pa-
tients with heart failure. It is possible that the increased level of inflam-
matory cytokines in the heart may induce hepcidin gene expression in
cardiomyocytes (Nemeth et al., 2003). A large number of transgenic
over-expression studies that investigated a wide array of intracellular
signalling pathways in the hypertrophic response have been published.
Using transgenic models, it appears that hepcidin in the heart plays a
role in the regulation of iron homeostasis in an autocrine and paracrine
fashion (Zhang et al., 2012).

6.4. Stomach

Given the established role of the stomach and gut in iron metabo-
lismn, it is tempting to speculate that the hepcidin system is implicated
in the regulatory and antimicrobial functions of iron. A recent study
showed that hepcidin was expressed in gastric parietal cells {(Schwarz
et al., 2012). In mice and rats, quantitative RT-PCR analyses revealed
abundant hepcidin expression in the fundus/corpus part of the glandu-
lar stomach, and less ample expression in the antrum. The influence of
hepcidin on gasiric acid secretion and the regulation of gastric acid pro-
duction may also contribute to local iron homeostasis. Hepcidin is also
present in the bile (Strnad et al., 2011). Hepcidin was increased after
treatment with proton pump inhibitors and reduced after the injection
of histamine; these results suggest that hepcidin signalling serves as a
mechanism to keep gastric acid secretion steady under normal and
pathological conditions such as inflammation. Iron absorption is dimin-
ished during inflammation, and the mechanisms operating in the intes-
tine to decrease iron absorption during inflammation have been poorly
studied at the cellular level. Treatment with TNF alpha decreased intes-
tinal iron absorption, but TNF appears to mediate hypoferremia inde-
pendently of hepcidin (Schubert et al., 2012}. One study investigated
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whether hepcidin was implicated in colon cancer-associated anaemia
and whether it might play a role in colorectal carcinogenesis. Hepcidin
is expressed by colorectal cancer tissue and thus may be a novel onco-
genic signalling mechanism (Ward et al,, 2008).

7. Importance of the hepcidin-ferroportin interaction (Fig. 4)

The interaction of hepcidin with FPN provides a mechanism for coor-
dinating the entry of iron into the plasma with iron utilization and stor-
age. Recent advances in understanding the molecular mechanisms of
hepddin regulation in particular in relationship with FPN and its targets
came from studying patients with a genetic iron-overloaded disorder
such as haemochromatosis. These patients present mutations in genes
that encode different proteins and they have low hepcidin levels rela-
tive to iron stores (Gao et al,, 2009).

The main target of hepcidin is FPN, the transmembrane protein re-
sponsible for iron export from cells to plasma (Nemeth et al,, 2004b}.
FPN protein is encoded by the SLC40A1 gene located on chromosome
2 (2q32). FPN gene mutations have been identified in different ethnic
populations and some of the mutations are associated with autosomal
dominant iron-overload disorder. To date, forty-five mutations in the
SLC40A1 gene have been described in people of different ethnicity,
and this number is set to increase as more mutations are discovered.
In the majority of cases, FPN polymorphism is a result of a missense mu-
tation (Kasvosve, 2013 ). Mutations in the FPN gene lead to autosomal
dominant iron-overload diseases {Detivaud et al., 2013). Hepcidin
binds to a highly conserved domain on an extracellular loop of FPN.
The extracellular loop of FPN that interacts with hepcidin was identified
from the observation that the Cys326 mutation in this loop resulted in
FPN being resistant to hepcidin binding. It has been proposed that the
free thiol of the Cys326 residue forms a disulphide bond with one of
the cysteine residues in hepcidin (Clark et al,, 2011}. The concentration
of FPN on the surface of cells depends on the rate of synthesis, the
hepcidin/FPN interaction, the rate of internalization and the rate of
cellular degradation. Once internalized, FPN is dephosphorylated and
subsequently ubiquitinated. The inability to ubiquitinate FPN does not
prevent hepcidin-induced internalization, but it inhibits the degrada-
tion of FPN. Ubiquitinated FPN is trafficked through the multivesicular
body pathway en route to degradation in the endosome (De
Domenico et al, 2007

aepcidip
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Fig.4. Human ferroportin and functional domains (12 transmembrane regions that were 21-23 amino acids long). Hepcidin binds to a domain on an extracellular loop of ferroportin.
Hepcidin exerts its influence on iron metabolism via down-regulation of FPN-mediated iron export. Janus kinase 2 (JAK2) binds to a cytoplasmic domain of ferroportin.
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It has been demonstrated that the kinase responsible for the phos-
phorylation of FPN is JAK2. Binding of JAK2 to FPN is highly cooperative
and requires hepcidin to bind to both monomers of the FPN dimer and
both monomers to be capable of activating JAK2 (De Domenico et al.,
2009). Studies have suggested that a thiol-disulphide exchange may
occur during hepcidin binding to FPN (Preza et al., 2011}. Once bound,
JAK2 is autophosphorylated and then phosphorylates FPN, leading to
FPN internalization (De Domenico et al., 2009}).

In summary, excess iron induces an increase in hepcidin concentra-
tion, resulting in the internalization and degradation of FPN protein. In-
tracellular iron is then sequestered by binding to ferritin within cells,
limiting the increase in plasma iron concentration and Tf saturation.
Coupling the internalization of FPN to hepcidin levels could generate a
homeostatic loop that regulates iron plasma levels and the tissue distri-
bution of iron.

8. Hepcidin: master regulator of iron metabolism

When iron stores are adequate or high, the liver produces hepcidin,
which circulates to the small intestine. FPN molecules are expressed on
the basolateral membranes of enterocytes, and they transport iron from
enterocytes to plasma transferrin. Hepcidin causes FPN to be internal-
ized, thus blocking the pathway for the transfer of iron from enterocytes
or macrophages to plasma. Macrophages export Fe? T from their plasma
membrane via FPN, in a process coupled with the re-oxidation of Fe**+
to Fe3+ by ceruloplasmin and followed by the loading of Fe** onto TE.
Exported iron is scavenged by Tf, which maintains Fe®™ in a redox-
inert state and delivers it into tissues. The copper-containing ferroxi-
dase, hephaestin, assists by converting Fe’™ to Fe3™, which is then
bound by TE

As we previously reported, iron enters the cell from the bloodstream
in a complex with Tf, which binds to receptors TfR1 and TfR2 on the
plasma membrane, followed by receptor-mediated endocytosis. As stat-
ed above, hurman TfR1 and TfR2 are very similar, being 45% homologous
and 60% similar in their primary structure (Anderson & Vulpe, 2009;
Bayeva et al., 2013; Koskenkorva-Frank et al., 2013). Under physiologi-
cal conditions, plasma Tf is hyposaturated (to ~30%} and displays a very
high iron-binding capacity.

Different studies have revealed that expression of the hepcidin-FPN
axis was regulated by different factors (exogenous and endogenous}. At
the molecular level, the pathways involved in this regulation are not
well known. The effect of vitamin D on the hepcidin-FPN axis suggests
thatlow vitamin D status may be a contributing factor to the anaemia of
chronic kidney disease {CKD}}, which is characterized by impaired vita-
min D status, which itself is closely associated with adverse CKD health
outcomes. Recently, a study showed for the first time that vitamin D was
a potent regulator of hepcidin in both monocytes and hepatocytes
(Bacchetta et al,, 2014). In conditions of vitamin D deficiency, elevated
synthesis of hepcidin by hepatocytes may increase intracellular and sys-
temic concentrations of hepcidin and thus decrease membrane expres-
sion of FPN in these cells. Direct transcriptional suppression of hepcidin
gene (HAMP) expression mediated by 1,25-dihydroxyvitamin D bind-
ing to the vitamin D receptor causes a decrease in hepcidin mRNA levels.

Studies have reported a decrease in hepcidin expression in response
to hypoxia. However, the physiological relevance of hypoxia and its im-
pact on hepcidin regulation are still uncertain and conflicting. In vivo,
hypoxia could also suppress hepcidin indirectly through erythropoiesis
and enhanced iron use. Hypoxia-inducible factor (HIF} may, however,
contribute to hepcidin suppression indirectly via its effects on the
breakdown of haemojuvelin (Silvestri et al., 2008). Moreover, HIF1a
and 2o were shown to increase intestinal iron absorption, iron uptake
into erythroid progenitors and haem synthesis, and to suppress
hepcidin production thus ensuring an adequate supply of iron to sup-
port erythropoiesis (Evstatiev & Gasche, 2012; Palaneeswari et al.,
2013). In the HIGHCARE study (HIGH altitude Cardiovascular Research
carried out 3400-5400 m above sea level) the modifications induced

by acute and chronic exposure to hypobaric hypoxia on serum iron indi-
ces, EPO, IL-6, and hepcidin levels were investigated. Hepcidin levels
decreased within 40 h after acute hypoxia exposure at 3400 m and
reached the lowest level at 5400 m. This fall was associated with a
rapid decrease in serum levels of ferritin. The strong correlation be-
tween serum ferritin and hepcidin during the study indicates that iron
itself or the kinetics of iron use in response to hypoxia may signal
hepcidin down-regulation (Piperno et al., 2011).

In the process of hepcidin regulation, the endoplasmic reticulum
may play a role with regard to inflammation. The acute inflammatory
response has been linked to endoplasmic reticulum (ER} stress, a state
that is associated with disruption of ER homeostasis and the accumula-
tion of unfolded or misfolded proteins in the ER. Overall, it appears that
the regulation of hepcidin by ER stress links the cellular response in-
volved in protein quality control to innate immunity and iron homeo-
stasis. Apparently, hepcidin reacts not only to extracellular stimuli,
such as iron fluctuations and cytokines, but also to stress signals arising
within the cell (Vecchi et al,, 2009; Oliveira et al., 2011).

Among the endogenous “mediators”; carbon monoxide (CO) and NO
appear to play a role in this regulation. CO suppresses hepcidin expres-
sion elicited by IL-6 and endoplasmic reticulum-stress agents by
inhibiting signal transducer and activator of transcription (STAT-3}
phosphorylation and cyclic AMP response element-binding protein-H
(CREBH) maturation, respectively. The induction of endoplasmic reticu-
lum stress in mice resulted in increased hepatic and serum hepcidin
(Shin et al., 2012). The anti-inflammatory action of CO is implicated in
these different processes (Rochette et al,, 2013).

Concerning NO, it has been hypothesized that iron homeostasis and
NO biclogy are interconnected (see previous paragraph: Role of Ferri-
tin}). As we previously mentioned, the regulation of ferritin synthesis
by iron is mainly due to post-transcriptional regulation through the
binding of IRP1 and IRP2 to IRE and the NO-induced expression of FPN
(Straub et al., 2012; Nairz et al,, 2013). Several reports indicate a poten-
tial synergistic effect between NO and H,S in controlling various biolog-
ical responses of vascular function. It is interesting to note that the
cytoprotective functions of low concentrations of H,S are comparable
to those of NO. Importantly, NO and hydrogen can react rapidly with
metalloproteins such as iron-sulphur cdusters (Kolluru et al,, 2013; Yin
etal, 2013).

9. Regulation of hepcidin expression (Fig. 5)

The expression of hepcidin is dependent on opposing signalling
pathways: the combined effects of the various pathways will determine
hepcidin levels. The systemic factors that alter hepcidin expression,
such as anaemia or inflammation, are well established. However, the
mechanism by which hepcidin production is regulated at the molecular
level is still unclear.

HFE, the gene mutated in the most common form of hereditary
haemochromatosis, plays a role in monitoring body iron status and
then directing the adaptive hepcidin response. The HFE protein inter-
acts with TfR1 at a site that overlaps with the binding site for Tf. A
close correlation between Tf levels and hepatic hepcidin mRNA expres-
sion has been demonstrated following haemolysis (Frazer et al., 2004).
Furthermore, when Tf binds to TfRZ, the ERK1/ERK2 and p38 MAP-ki-
nase pathways are activated, thus inducing hepcidin expression
(Calzolari et al., 2006). As mentioned above, inflammation stimulates
hepcidin expression, which in turn causes the hypoferremia associated
with inflammatory episodes. Although several pro-inflammatory cyto-
kines have been shown to increase hepcidin expression, IL-6 has been
the best studied. It stimulates hepcidin transcription through STAT3 sig-
nalling. Several microbial-derived Toll-like receptor (TLR) ligands can
induce hepcidin expression, perhaps via the induction of IL-6
(Darshan & Anderson, 2009). The most recently described factor in the
regulatory pathway in hepcidin expression is the BMP (bone morpho-
genetic protein)/SMAD (contraction of Sma and Mad) pathway: BMP/
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Fig. 5. Expression of hepcidin in hepatocyte and macrophages in response to iron signal and targeting of the hepcidin-ferroportin axis for human therapy. Hepcidin gene expression is up-
regulated by inflammation and iron through the JAK/STAT and BMP/SMAD pathways respectively. The BMP-6 signal acts through its receptor (BMPR), and is modulated by haemojuvelin
(HJV). TMPRSSE cleaves membrane-bound HJV. BMPs can also signal through SMAD-independent pathways, notably via MAP kinases. Dorsomorphin inhibits BMP signalling through the
SMAD pathway. SMAD complexes bind to BMP-responsive elements (BMP-Res). TNF, pathogens and IL-6 stimulate hepcidin synthesis via STAT-3 activation. The P38, MAP-kinase and ERK
1-2 pathways are activated in response of iron signals. Diferric transferrin (Tf) binds to TF-Receptor 1 (TfR-1) on the cell surface and the complex undergoes endocytosis. HFE is a protein
that competes with Tf for binding to TFR1. TLR signalling requires interactions of the receptor domains of the receptor and adaptor proteins. Hepcidin expression in macrophages is
regulated mainly through TLR4 receptors associated with adaptor proteins (TRAM, TRIF, MAL, MyD88). Hepcidin mRNA expression in macrophages induced by LPS or HMGB1 depends
on NFB. For simplicity, not all factors involved with expression are described in this figure. Pharmacological options (shaded parts). BMP-RE: bone morphogenetic protein-responsive

element; hepcidin gene (HAMP, 19q13) HAMP: The HAMP (present in histidine kinases, adenylate cyclases, methyl accepting proteins and phosphatases).

SMAD. It has also been demonstrated that dorsomorphin, a selective in-
hibitor of BMP-responsive SMAD phosphorylation, blocked the IL-6 me-
diated induction of hepcidin (Yu et al., 2008). It appears that the
coordinated regulation of hepcidin expression by BMP and IL-6 may in-
volve crosstalk at the level of signal transduction. These effects are influ-
enced by the cellular microenvironment. The human genome encodes
20 B.P. (Miyazono et al., 2010). BMP6 is the specific endogenous regula-
tor of hepcidin (Camaschella, 2009). Mutations in the genes encoding
the ligand BMP6, the BMP co-receptor HJV, and the intracellular signal-
ling molecule SMAD4 are associated with suppressing hepcidin expres-
sion. These actions are associated with tissue iron overload.

It is now recognized that the BMP6-H]V-SMAD signalling pathway
plays a major role in hepcidin regulation and iron homeostasis (Babitt
& Lin, 2010). Stimulation by BMP6 and/or iron induces an increase in
BMP6-HJV-SMAD pathway activity, possibly through a mechanism
involving HFE and TfR2, leading to binding of SMAD complexes to
BMP-responsive elements (BMP-REs} on the hepcidin promoter and
the up-regulation of hepcidin transcription. The BMPs act by binding
to complexes of two type I and two type Il receptors (BMPR-I and
BMPR-II} and modulating the expression of target genes through

different signal transduction pathways. Signalling through the SMAD
proteins is now characterized. The constitutively active kinase domains
of type Il receptors phosphorylate type I receptors, and this in turn
activates the SMAD signalling pathway through phosphorylation of re-
ceptor SMADs (SMAD1, SMADS and SMADS). These associate with co-
SMADs (SMADA4) to form a heteromeric complex that translocates to
the nucleus and stimulates the expression of a wide range of target
genes, including the gene encoding hepcidin (Anderson & Darshan,
2008). BMPs can also signal through SMAD-independent pathways, no-
tably via MAP kinases (Nohe et al., 2004).

There are important interactions between the different pathways,
and the involvement of other members of the regulatory network,
such as growth differentiation factor-15 (GDF-15), has also been report-
ed. GDF15 expression is associated with cellular stress or apoptosis in
several tissues. The unprocessed translated form of GDF-15 (pre-pro-
GDF-15) is 308 AA long and includes the signal sequence (29 AA), the
propeptide (167 AA} and a mature protein (112 AA}, which contains a
cysteine that binds for the transforming growth factor-p superfamily
(Tanno et al., 2010). GDF-15 has been found to be expressed by mature
erythroblasts, which occur in diseases due to increasingly ineffective
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erythropoiesis such as thalassemia. It has been demonstrated that GDF-
15 protein suppresses hepcidin secretion (Tanno et al., 2007, 2010).
Erythroblast expression of a second molecule named twisted gastrula-
tion: Twisted Gastrulation Gene 1 (TWSG1) was explored as a potential
erythroid regulator of hepcidin. TWSG1 interferes with BMP-mediated
hepddin expression and may act with GDF15 to deregulate iron homeo-
stasis in thalassemia SMAD signalling pathways are implicated in the
cellular actions of GDF-15 and TWSG1 (Tanno et al.,, 2009).

Recently, several studies have demonstrated that cestrogens
regulate hepcidin expression via G-coupled protein 30 (GPR30)-
BMP6-dependent signalling, indicating that oestrogen decreases iron
absorption in the intestine. GPR30 has been localized to both the cell
plasma membrane and the endoplasmic reticulum and has been report-
ed to mediate the action of oestrogen as a steroid receptor. New data
suggest that oestrogen directly participates in the regulation of hepatic
hepadin expression (Ikeda et al,, 2012).

As we previously reported, hepcidin expression in macrophages
is regulated mainly through TLR2 and TLR4 receptors. The autocrine
regulation of iron accumulation in macrophages by hepcidin may af-
fect the levels of pro-inflammatory cytokine production. TLR2- and
TLR4-mediated hepcidin up-regulation was completely abrogated
in myeloid differentiation factor 88 (MyD88}—/—macrophages,
suggesting that MyD88 signalling is required for hepcidin induction
through TLRs (Layoun & Santos, 2012). TLR signalling requires inter-
actions of the Toll/IL-1 receptor (TIR} domains of the receptor and
adaptor proteins. The interaction surfaces in the TLR4 TIR domain
for the TLR4-TLR4, TLR4-MyD88 adapter-like (MAL}, and TLR4-
TRIF-related adapter molecule (TRAM) interaction have been identi-
fied (Bovijn et al,, 2012}.

All of the clinical observations point to iron-responsive regulatory
pathways and suggest that oxidative stress could be involved in IL-6 sig-
nalling for hepcidin production. During inflamnmation, cells are exposed
to persistently elevated concentrations of superoxide and HyO5, This
condition requires the tight regulation of iron homeostasis to prevent
tissue damage via Fenton reactions. In neutrophils and macrophages,
the membrane-associated NADPH oxidase (NOX2} generates superox-
ide thatis converted to H,05 by SODs (Brechard & Tschirhart, 2008 ). Re-
cently, it has been shown that very low concentrations of Hy0, were
sufficient for the potent up-regulation of hepcidin in hepatoma cells
and primary hepatocytes, as H,0, acts synergistically with other in-
ducers of hepcidin, such as IL-6. The effect of H;0, on hepcidin is mainly
mediated via STAT3, which is the classical inflammatory pathway for
the regulation of hepcidin (Millonig et al., 2012}).

10. Pharmacology: targeting the hepcidin-ferroportin axis (Table 1)

The hepcidin-FPN axis is the principal regulator of extracellular iron
homeostasis in health and disease. Its manipulation via agonistic and
antagonistic pathways is an attractive and novel therapeutic strategy.
Hepcidin agonists include compounds that mimic the activity of
hepcidin and agents that increase the production of hepcidin by
targeting hepcidin-regulatory molecules. Advances are being made in
this area through the development of small molecule modulators of
hepddin regulation pathways, neutralizing antibodies to hepcidin, and
supra-active mini-hepcidins. Antagonists may prevent hepcidin-
mediated FPN internalization by at least three distinct mechanisms:
(1) preventing the interaction between hepcidin and FPN, (2} inhibiting
hepadin-induced ubiquitination of FPN, and (3) inhibiting the endocy-
tosis pathway for FPN internalization.

10.1. Direct and indirect hepcidin agonists

10.1.1. Mini-hepcidin: hepcidin analogues (7-9 amino-acid peptides)

The use of natural hepcidin as a potential replacement therapy in
hepddin-deficient conditions has major limitations. The half-life of nat-
ural hepcidin is very short due to its rapid renal excretion. Oral

absorption of hepcidin would be low due to its large size (~2.7 kDDa). A
series of 7- to 9- amino-acid peptides, “mini-hepcidins,” that mimic
the activity of hepcidin has been developed. The rationale for their de-
sign was facilitated by the identification of the region on hepcidin and
FPN molecules that is critical for their binding. Mutagenesis studies
and biomolecular modelling indicated that the first 9 aming acids of
the hepddin N-terminus were important for hepcidin activity. Synthetic
N-terminal peptides were further engineered to increase their bioavail-
ability (Preza et al., 201 1}. Unnatural aming acids were introduced to in-
crease resistance to proteolysis, and fatty acids were conjugated to
prolong the half-life in the circulation and potentially increase oral ab-
sorption. One mini-hepcidin (PR65} has been tested. From the N to
the C terminus, the primary sequence of PRG5 was (all L-amino acids):
iminodiacetic acid, threonine, histidine, diphenylalanine, p-homo pro-
line, arginine, cysteine, arginine, and -homo phenylalanine. The C-
terminal carboxyamide was derivatized with polyethylene glycol
(PEG) linker and palmitic acid groups (Preza et al,, 2011; Ramos et al.,
2012). Minihepcidins could be useful for the prevention of iron over-
load, or may be used in combination with phlebotomy or chelation for
the treatment of existing iron overload (Fung & Nemeth, 2013 ). Recent-
ly, a number of cyclic hepcidin analogues have been designed and syn-
thesized with the aim to produce a cyclized hepcidin that maintains
activity relative to native hepcidin. Cyclization of hepcidin results in
highly stable peptides with a hepcidin-like fold. However, they do not
induce FPN internalization in vitro (Clark et al,, 2013}

10.1.2. TMPRSS6 a membrane serine protease

TMPRSS6 also called matriptase-2 and produced by the liver is a type
I plasma membrane serine protease (TTSP). The 811-AA human protein
is synthesized as an inactive zymogen and autoactivated by proteolytic
cleavage. TMPRS56 mRNA expression has been demonstrated to be in-
duced by erythropoietin and hypoxia and by acute iron deprivation at
the protein level. Haemojuvelin (HJV) was the first biologically relevant
exogenous substrate for matriptase-2 to be identified (Lee, 2009).
TMPRSS6 is mutated in iron-refractory iron-deficiency anaemia. It in-
hibits hepcidin expression by depressing BMP/SMAD signalling. In
both animals and humans, mutations in TMPRS56 result in elevated
hepcidin expression and defective iron absorption, which consequently
lead to iron-deficiency anaernia (Delbini et al,, 2010). Studies that iden-
tified TMPRSS6 variants associated with haematological parameters,
suggest that TMPRSS6 is crucial in the control of iron homeostasis and
normal erythropoiesis (Cau et al,, 2010). It has been demonstrated
that the treatment of mouse models of HH (Hfe™/~) and [B-
thalassemia intermedia with TMPRSS6 siRNA formulated in lipid nano-
particles increased hepcidin expression and lessened iron loading in
both experimental models (Schmidt et al., 2013).

10.1.3. BMPE analogues and small
molecule activators of STAT/SMAD pathways

BMP6-SMAD signalling is one of the main regulatory mechanisms in
the control of hepcidin expression. HFE interacts with the BMP6-SMAD
signalling pathway, downstream of BMP6, to regulate hepcidin expres-
sion (Corradini et al., 2010}. One technical challenge is to generate anti-
bodies that can specifically recognize BMP6 without significant cross-
reactivity to other BMPs. BMPG-like agonists may have a role to play
as a new concept in therapeutic strategy.

A small-scale chemical screening study in zebrafish embryos identi-
fied the isoflavone genistein as an enhancer of hepcidin transcription
(Zhen et al,, 2013 ). Genistein is a soy-derived biologically active isofla-
vone that exhibits diverse health-promoting effects. A growing body
of evidence shows that genistein presents pleiotropic effects. It influ-
ences lipid homeostasis and insulin resistance, and counteracts inflam-
matory processes (Nagaraju et al, 2013). The treatment of HepG2 cells
with genistein increased both hepcidin transcript levels and promoter
activity. The effect of genistein on hepcidin expression did not depend
on increased cellular iron uptake, but was impaired by mutation of
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Table 1
Direct and indirect Hepcidin agonists and antagonists.
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Table 1 (continued)
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either BMP response elements or the STAT3-binding site in the hepcidin
promoter {Zhen et al., 2013). Genistein and other candidate molecules
may subsequently be developed into new therapies for iron-overload
syndromes.

10.2. Direct and indirect hepcidin antagonists

10.2.1. .Antibodies, short interferenice RNA
and antisense oligonucleotides against hepcidin

10.2.1.1. Monoclonal antibodies. Strategies have been developed that
neutralize hepcidin activity by directly binding to the hepcidin peptide
through monoclonal antibodies {mAbs}, engineered protein and RNA-
based binders. High-affinity antibodies specific for human hepcidin
{hHepc} have been generated, and hHepc knock-in mice have been pro-
duced. Hepcidin mRNA suppression or antibody-mediated neutraliza-
tion was able to overcome inflammation-induced anaermia in a mouse
model (Sasu et al, 2010}. RNA interference (RNAi) and gene-silencing
antisense oligonucleotides that target transcription or translation of
hepcidin are other approaches to develop therapeutic strategies for
inflammation-induced anaemia. Antisense oligonucleotides that inhibit
the translation of hepcidin or its regulators, such as HJV, are currently in
the discovery stages of development.

Surface marlkers, such as CD2, CD3,CD4, CD25, and CD52, expressed
on T-cells have been discovered and are now specific therapeutic tar-
gets. (D52 mAb targets the cell surface CD52 and is effective in deplet-
ing lymphocytes through cytolytic effects in vivo. The aim of a recent
study was to investigate the therapeutic effect of anti-mouse CD52
mAb on Fe-deficient anaemia in inflammatory bowel disease. The
results indicated that anti-C[}52 therapy may ameliorate Fe-deficient
anaemia (Wang et al,, 2014}. Human or humanized mAbs against
hepcidin have been developed by scientists at Lilly (US Patent
7820163} and Amgen (US Patent Application 12/022515). To examine
the contribution of hepcidin to inflammatory anaemia, and the effect
of mAbs, a mouse model of inflammation-induced anaemia was re-
quired (Sasu et al., 2010}. A humanized monoclonal antibody against
hepcidin is in a phase I human trial. This study will evaluate the safety
of LY2787106 in patients with cancer and anaemia.

10.2.1.2. Anti-BMPE monoclonal antibody and antisense oligonuclectides.
Anti-BMP6 monoclonal antibody therapy is another option to specifical-
ly block BMP6-mediated hepcidin regulation. The administration of

anti-BMP mAb in healthy mice decreased hepatic hepcidin expression
and increased serumn iron levels (Andriopoulos et al., 2009). In the Hfe
transgenic mouse model of excess hepcidin and iron-deficiency anae-
mia, treatment with anti-BMP6 improved the anaemia by lowering
hepcidin levels (Corradini et al,, 2010}.

Antisense oligonucleotides that inhibit the translation of hepcidin or
its regulators such as HJV are in the discovery stages of development.
Systemic delivery of antisense molecules results in preferential delivery
to the liver, making them possible agents to target hepcidin (Graham
et al., 1998). RNA-based targeting of hepcidin regulators, such as HJV
antisense oligonucleotides and T{R2 siRNA, is under development.
Treatment with TfR2 siRNA potently decreased hepcidin mRNA in a
rat model of inflammation-induced anaemia {Querbes et al., 2012},

10.2.2. Anticalins: specific anti-hepcidin and Spiegelmer-based hepcidin

Anticalins are a novel class of compounds, with applications in
hepcidin pharmacology. They are engineered derivatives of naturally
occurring binding proteins called lipocalins. Lipocalins are mediators
in a context of inflammation. They present high target specificity,
good tissue penetration and low immunogenicity. They are involved
in the transport of small hydrophobic molecules such as steroids and
lipids into the cell. Due to their compact molecular architecture (they
comprise a single polypeptide chain}, they could be of interest as a ther-
apy (Gebauer & Skerra, 2012). Recently, anticalin PRS-080, which spe-
cifically binds human hepcidin with sub-nanomolar affinity, has been
described. It is a selective specific inhibitor that blocks the interaction
between hepcidin and the FPN receptor. Significant dose-dependent
and hepcidin-specific iron mobilization was observed in Cynomolgus
monkeys, following a single 3 mg/kg iv. bolus of PRS-080. A pro-
gramme is currently under way to organize the first human clinical trial.

Different Spiegelmer-based hepcidin binders have now been identi-
fied. Spiegelmers are 1-enantiomeric oligonucleotides that can be de-
signed to inhibit pharmacologically relevant target molecules. They
bind to the targets in a manner comparable to antibodies. Given their
non-natural, mirror-image nature, Spiegelmers are nuclease-resistant
and immunologically passive. Spiegelmers can fold into distinct three-
dimensional structures that generate high-affinity ligands (Klussmann
et al,, 1996). The best binding Spiegelmer, NOX-H94, has been modified
to the r-oligonucleotide itself (NOX-H94002} and its PEGylated variant
NOX-H94. NOX-H94 is a structured mirror-image 1-oligoribonucleotide
that binds human hepcidin with high affinity, thereby blocking its bio-
logical function (Schwoebel etal, 2013).
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10.2.3. nhibitors of hepcidin production

Inhibition of hepcidin is a potential therapeutic approach to improve
the utilization of iron from intracellular stores in patients suffering from
anaernia of chronic inflammation.

10.2.3.1. Targeting the BMP6-HV-SMAD pathway. As the BMP pathway
plays a key role in stimulating hepcidin transcription, sequestration of
BMP ligands could decrease hepcidin expression. Heparin, a glycosami-
noglycan widely used as an anticoagulant, is known to bind BMPs. The
treatment of mice with pharmacological doses of heparin inhibited
liver hepcidin mRNA expression and SMAD phosphorylation, reduced
spleen iron concentrations, and increased serum iron (Poli et al.,
2011). Heparins are efficient hepcidin inhibitors both in vitro and
in vivo, but their anticoagulant activity limits their therapeutic use.
Non-anticoagulant heparins, produced by N-acetylation and oxida-
tion/reduction {glycol-split) that abrogates antithrombin binding affin-
ity, have recently been studied. These non-anticoagulant compounds
impair BMP/SMAD signalling with no evident adverse effect in vivo
(Polietal., 2014). They may offer a strategy for the treatment of diseases
with high hepcidinlevels. Inhibition of BMP type I receptor signalling by
small molecule inhibitors was also effective in moderating iron-
restricted anaemia. Through a structure-activity relationship study of
dorsomorphin derivatives, optimized compounds (LDN-193189 or
DM-3189} with higher activity and specificity on BMP type I receptors
have been also developed (Cuny et al,, 2008). LDN-193189 lowers
hepcidin levels, mobilizes spleen iron stores, increases serum iron and
iron incorporation into reticulocytes {Sun et al,, 2013 ).

Concerning these compounds derived from dorsomorphin, various
important off-target effects persist. Programrmes that aim to identify se-
lective modulators have been developed. The challenge lies in the syn-
thesis of potent and biclogically available selective inhibitors of BMP
type I receptor kinases. In this domain, 4-quinolyinyl substituted
dorsomorphin helped to highlight novel roles of this receptor system
in pathophysiological processes (Hong & Yu, 2009).

Evidence of interplay between cholesterol and iron metabolism, has
been demonstrated in macrophages. Data suggest that reducing intra-
cellular free iron levels within macrophages by increasing the expres-
sion of macrophage FPN may be a promising strategy to increase the
expression of cholesterol efflux transporters (Saeed et al., 2012). LDN-
193189, a small molecule inhibitor of BMP signalling, has been studied.
Serum iron levels were significantly higher following treatment with
LDN-193189. Peritoneal macrophages isolated after treatment with
LDN193189 showed reduced intracellular iron and hydrogen peroxide
production. To evaluate the effect on atherosclerosis, ApoE —/—mice
on a high-cholesterol diet were treated with LIDN-193189. Significant
reductions were found in intraplaque Oil Red O-positive lipid area,
total plaque area, and plaque severity, along with elevated ATP binding
cassette transporter Al (ABCA1) immunoreactivity within plaque
macrophage-rich regions. These findings suggest that IDN-193189 in-
creases the expression of ABCA1 in macrophages within atherosclerotic
plaques, thus limiting plaque progression.

Soluble HJV-Fc fusion protein (sHJV.Fc} is another agent that pre-
vents the interaction between BMPs and their receptors. sHJV is
known to bind BMPG, and this results in decreased SMAD signalling in
the cell and decreased hepcidin expression. sH]V is a soluble fragment
of the membrane-linked BMP co-receptor HJV, and the soluble and
membrane form have opposing effects on hepcidin expression. In this
context, the pharmacological inhibition of hepcidin expression via
this pathway results in the mobilization of iron from the reticulo-
endothelial system, stimulation of erythropoiesis and the correction of
anaemia (Theurl et al,, 2011}

Alcohol consumption has long been associated with changes in iron
homeostasis. Anaemia and iron deficiency can be due to gastrointestinal
blood loss arising from the complications of alcohol abuse. Iron-
mediated cell signalling has been reported to be involved in the patho-
genesis of experimental alcoholic liver disease (Harrison-Findil, 2009},

The mechanism was recently shown to involve inhibition of the BMP-
SMAD pathway. The inhibition of BMP receptor activation and signalling
by alcohol may involve various mechanisms such as hypoxia in the liver
and inhibition of SMADs binding to hepcidin promoter (Gerjevic et al,,
2012).

10.2.3.2. Anti-cytokine agents. Another targeting pathway is via anti-
cytokine agents, since hepcidin expression is strongly induced by IL-6/
STAT3. The benefit of these agents used to treat inflammatory diseases
may be provided by reducing hepcidin expression. Anti-TNFo antibody
(golimumab) in patients with rheumatoid arthritis is associated with a
continuous decrease in hepcidin levels (Doyle et al,, 2013).

Targeting the erythropoietic pathway may also be a pharmacological
strategy. A single injection of erythropoietin (EPO} in human volunteers
results in a rapid reduction of serum hepcidin (Ashby et al, 2010).
Erythropoiesis-stimulating agents such as prolyl hydroxylase inhibitors
have been tested in clinical trials. The increased production of EPO was
able to lower hepcidin. Unfortunately, however, these biclogical effects
were associated with major detrimental disorders (Schwoebel et al.,
2013).

10.2.3.3. STAT3 inhibitors. The high level of hepcidin expression linked to
the STAT3 pathway led to the testing of STAT3 inhibitors. Treatment
with small molecule STAT3 inhibitors such as AG490 and the synthetic
peptide inhibitor of STAT3 (PpYLKTK) abolished hepcidin expression
in mice. AG490 inhibits the phosphorylation of STAT3 by JAK2, while
the PpYLKTK disrupts phospho-STAT3 dimerization, which is required
for binding target genes (Fatih et al.,, 2010). In anaemia, AG490 could
be a possible strategy to attenuate hepcidin-mediated biological actions
in order to enhance iron uptake through enterocytes and iron release
from macrophages. Another STAT3 inhibitor is curcumin. It has been
proposed as a therapeutic adjuvant during inflammation, and its poten-
tial iron chelating activity has been reported (Aggarwal & Shishodia,
2006). Another way to inhibit hepcidin production is associated with
blocking antibodies to the IL-6 ligand. This strategy resulted in hepcddin
lowering effects. Siltuximab, previously known as CNTO 328, is a chime-
ric, immunoglobulin (Ig} Gk mAb that binds and neutralizes human IL-6
with high affinity and specificity with potential therapeutic effects (van
Rhee et al, 2010).

10.2.3.4. Pharmacological compounds with hepcidin antagonistic proper-
ties. One group of compounds with hepcidin antagonistic properties
are cardiac glycosides. Nanomolar concentrations of cardiac glycosides
prevent the internalization of FPN. These concentrations are much
lower than those known to cause adverse effects (Riganti et al,, 2011}

Small molecules identified as hepcidin antagonists such as
fursultiamin, thioxolone, and pyrithione zinc are FDA-approved com-
pounds that contain a sulphur moiety with potential thiol-directed
chemical reactivity. These compounds prevent the interaction between
hepcidin and FPN. Fursultiamin, a vitamin B1 derivative, is the thiamine
derivative, thiamine tetrahydrofurfuryl disulphide (TTFD}, which is
absorbed from the intestinal tract and converted into thiamine pyro-
phosphate (TPP). It plays an important role as a cofactor for enzymes
of the metabolic pathways involved in the production of adenosine tri-
phosphate {ATP}. Because fursultiamin prevents hepcidin-mediated en-
docytosis of FPN, it is hypothesized that fursultiamin may prevent FPN
ubiquitination and thus interfere with the hepcidin/FDN interaction
(Fung et al., 2013).

Recent advances in our understanding of the molecular mechanisms
of iron regulation reveal that the production of hepcidin may be regulat-
ed by the vitamin environment. As we reported previously, in condi-
tions of vitamin D deficiency, elevated synthesis of hepcidin by
hepatocytes may increase intracellular and systemic concentrations of
hepcidin and decrease membrane expression of FPN in these cells. On
the other hand, iron bioavailability seems to be regulated by antioxidant
vitamins. Correlations between biomolecule oxidation products and
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iron status biomarkers have been observed in numerous studies (Cottin
et al, 1998; de Valk & Marx, 1999). It has been proposed that hepcidin
was able to protect tissue by inhibiting lipid peroxidation through indi-
rect processes involving iron metabolism. The relationship between an-
tioxidants and hepcidin mobilization appears complex given the
versatility of iron as an oxidizing/reducing agent. The relationship be-
tween an antioxidant such as vitamin € and hepcidin expression has
not yet been clearly explained. However, it is known that in patients
with chronic renal failure, treatment with high doses of EPO or vitamin
C can correct the functional iron deficiency (Pinto et al,, 2008). In a
human liver carcinoma cell line (HepG2}, it has been reported that vita-
min C directly inhibits hepcidin expression (Chiu et al., 2012}
Concerning the effect of vitamin A deficiency on iron status; vitamin A
metabolites have been shown to affect the regulation of the synthesis
and catabolism of proteins involved in iron metabolism. Vitamin A defi-
ciency increased liver hepcidin mRNA levels (Schroeder et al., 2007;
Arruda et al, 2009).

A number of studies have highlighted the association between in-
creased inflammatory indices and a reduced response to erythropoietin-
stimulating agents (ESAs). It has been suggested that statins may have a
positive impact on ESA responsiveness. A recent study showed that sim-
vastatin significantly suppressed the mRNA expression of hepcidin in
HepG2 cells (Chang et al., 2013). Statins, which are inhibitors of 3-
hydroxy-3-methyl glutaryl co-enzyme A reductase, not only reduce
lipid levels, but also have numerous pleiotropic effects. In fact, the precise
molecular mechanisms responsible for changes in hepcidin mRNA ex-
pression are still unclear (Ha et al,, 2009). Statin therapy may improve re-
sponsiveness to erythropoietin-stimulating agents in patients with end-
stage renal disease. Recent studies suggest that statins increase the eryth-
ropoiesis response by targeting hepcidin and iron regulation pathways,
independently of erythropoietin (Chang et al., 2013). One possible inter-
pretation of these results is that the antioxidant properties of statins
may be implicated in these effects (Sicard et al, 2007, 2008).

11. Hepcidin: an endogenous cytoprotective agent in
cardiovascular pathophysiology and possible therapeutic targets?

The presence of hepcidin in body fluids raises questions about its
function within these compartments. The role of hepcidin as an antimi-
crobial agent is well established (Verga Falzacappa & Muckenthaler,
2005} and given that body fluids play an important role in the natural
defences against inflammation, it is conceivable that hepcidin plays a
role in cellular protection.

It is now well established that LPS mediates its effects through TLR4,
for the induction of pro-inflammatory genes. LPS, potent inducers
of pro-inflammatory cytokines, are responsible for endotoxic
shock (Lecour et al., 2002). Endotoxic shock is associated with a pro-
inflammatory response and hypoferremia. Hepcidin has emerged as
the possible pathogenic mediator of hypoferremia (Paya et al., 1995},
In cholestatic mice, pre-treatment with hepcidin reversed the adverse
effects of LPS administration and thus reduced early mortality. In this
experimental model, pre-treatment with recombinant hepcidin signifi-
cantly reduced LPS-induced pro-inflammatory cytokines and hepato-
cellular injury (Huang et al,, 2012},

Mpyocardial protection aims to prevent reversible post-ischemic car-
diac dysfunction and irreversible myocardial cell death {myocardial in-
farction} that occur as a consequence of myocardial ischemia and/or
ischemic-reperfusion injury. Cardiopulmonary bypass (CPB} and the
necessary period of ischemia-reperfusion are situations in cardiac
surgery that promote oxidative stress. Reperfusion injury ocours, for ex-
ample, after coronary artery bypass grafting when the ischernic myocar-
dium is again provided with a supply of blood. Its most serious
manifestations are arrhythmia and myocardial stunning, which are as-
sociated with free radical production (Clermont et al,, 2002; Goudeau
et al., 2007). The role of iron in reperfusion injury has been shown by in-
direct evidence: during reperfusion syndrome, the binding of iron to the

chelator desferrioxamine protects the myocardium subjected to ische-
mia-reperfusion. The significant decrease in apoptosis in hearts treated
with desferrioxamine could be considered evidence of a close link be-
tween iron chelation, oxidative stress and the promotion of apoptotic
death in ischemia-reperfusion injury (Dobsak et al., 2002; Galaris
et al,, 2006). As we previously reported, hypoxia resulted in the strong
up-regulation of hepcidin mRNA and protein expression in the heart.
The regulated expression of hepcidin in the heart suggests that hepcidin
may play an important role in the development of cardiac diseases
(Merle et al., 2007). CPB is a convenient and highly relevant model to
study novel biomarkers of acute kidney injury (AKI}. Urinary hepcidin
has been suggested as a candidate biomarker of AKI (Ho et al.,, 2009).
In a dinical study, the relationship between changes in serum hepcidin,
urinary hepcidin concentrations, and the urinary hepcidin/creatinine
ratio were examined in a cohort of patients undergoing cardiothoracic
surgery with CPB. Urinary hepcidin and the hepcidin/creatinine ratio
were shown to be biomarkers of AKI after CPB, with an inverse associa-
tion between its increase at 24 h and the risk of AKI in the first five post-
operative days (Prowle et al., 2012}. In a recent study, it was reported
that serum hepcidin and urinary hepcidin increased immediately
post-operatively and at 24 h (Haase-Fielitz et al,, 2013}. In this study
of 100 patients undergoing cardiac surgery, low preoperative urine
and plasma hepcidin concentrations were predictors of in-hospital
mortality. These results suggest that hepcidin plays an important
role in modulating and determining the course and outcome of
inflammation-mediated diseases.

Chronic heart failure (CHF) is a cardiovascular disease with a high
rate of mortality. Anaemia is a common comorbility in these patients,
and is associated with a worse prognosis. However, the physiopatholo-
gy of anaemia in these patients is still not very well understood and is
thought to be a complex and multifactorial process (Anand, 2008}. Pa-
tients with CHF who became anaemic had higher levels of hepcidin
(Martinez-Ruiz et al,, 2012).

Finally, as mentioned above, several reports suggest that hepcidin
concentrations could be used to determine cardiovascular risk. It has
been hypothesized that increased hepcidin concentrations may aggra-
vate cardiovascular risk by modifying intracellular iron concentrations
of macrophages and by increasing their atherogenic potential
(Lapenna et al., 2007).

12. Concdlusion

Iron is the only micronutrient known to have a regulatory hormone,
hepcidin, that responds to both nutrient status and infections. Hepcidin
acts to block both iron absorption in the gut and iron release from mac-
rophages through a common mechanism. The discovery of the hormon-
al iron-regulating role of hepcidin, followed by the elucidation of its
mechanism of action has led to better understanding of the physiopa-
thology of human iron disorders. Positive regulators of hepcidin,
which lead to reduced ferroportin and decreased availability of iron, in-
clude increased circulating iron and inflammatory cytokines. Measuring
levels of hepcidin could be useful in diagnosing several cardiovascular
dysfunctions associated with haematological diseases. Iron-overload
diseases are typically insidious and cause progressive and irreversible
organ injury before clinical symptoms appear. In addition, better under-
standing of the relationship between the structure and function of
hepcidin and the hepcidin-FPN complex may lead to the design of
hepcidin antagonists and agonists for human therapy. The development
of research in this domain offers new clinical potential in terms of diag-
nosis and therapy.
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|. Population étudiée

Notre étude a été réalisée en utilisant une population recensée au sein de I'obseRvatoire
des Infarctus de Céte d’'Or (RICO) dont les modalités de fonctionnement ont été
précédemment publiées [239]. Cet observatoire collecte de maniére prospective depuis le
1er janvier 2001 I'ensemble des données des patients hospitalisés a la suite d’un infarctus
du myocarde et admis aux soins intensifs cardiologiques de 6 centres, privés et publics, du
département de la Céte d’Or, couvrant un bassin de population de l'ordre de 500 000
habitants (Centres Hospitaliers de Chatillon-Sur-Seine, Beaune, Semur-en-Auxois,

Montbard, Centre Hospitalier Universitaire de Dijon et Clinique de Fontaine-lés-Dijon).

Les données des patients ont été recueillies sur chaque site hospitalier par un
coordonnateur d'étude a l'aide d'un formulaire standardisé, puis centralisées sur une base
sécurisée permettant I'extraction de données au format Excel. En outre, les listes de sortie
des patients de chaque centre sont revues de facon systématique afin d’identifier les cas
éligibles, avec I'utilisation de la Classification internationale des maladies (CIM-9) et les
codes correspondants dans la CIM-10. Notre étude était en accord avec les termes de la
déclaration d’Helsinki et a été approuvée par le comité d’éthique du Centre Hospitalier
Universitaire de Dijon. Le consentement éclairé de chaque patient était recueilli avant son

inclusion dans I'étude.

Tous les patients sont agés de plus de 18 ans et ont été admis pour un IDM de moins de

24 heures aprés l'apparition des premiers symptomes.

Les patients présentant une insuffisance rénale aigtie ou chronigque ont été exclus, afin
d’écarter un réle confondant de I'anémie et de l'insuffisance rénale dans I'évaluation des

parametres du fer chez ces patients.

L’'IDM a été défini par une cinétique d’élévation de la troponine | associée a des
symptdbmes d’ischémie et /ou des signes électriques sur ['électrocardiogramme 12
dérivations, comme défini par le joint Commitee of the European Society of Cardiology,
American College of Cardiology, American Heart Association and World Heart Federation
[240]. Un IDM avec sus décalage du segment ST (STEMI) a été défini comme un sus-
décalage persistant = 1 mm du segment ST sur au moins 2 dérivations contigués ou un bloc

de branche gauche sur I'ECG.

L’étude qui concerne ce travail de thése a inclus 166 patients inclus entre le 4 mai 2012
et le 23 janvier 2014. Parmi ces 166 patients, 111 ont d( étre exclus car il n’y avait pas eu de
tube prélevé et/ou centrifugé pour étre stocké a -80 °C dans la sérothéque afin de réaliser le

dosage de I'hepcidine. Sur les 55 patients restants, 13 ont été exclus car un ou plusieurs
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marqueurs biologiques « traditionnels » du bilan martial n’avaient pas été réalisés et 8 ont
été exclus en raison de prélevements hémolysés. Au final, 34 patients ont bénéficié d’'un
dosage d’hepcidine et de myonectine/CTRP 15 et 3 ont été exclus en raison de facteurs
confondants pour linterprétation de ces nouveaux biomarqueurs : un choc septique initial,
une maladie rénale terminale et un syndrome coronaire aigu de type 2 (décompensation
cardiaque sur rétrécissement aortique serré). Ces données sont représentées sur la figure
12.

n=166 patients screenés

111 exclus :

> | absence de prélévements de
tubes pour le dosage d’hepcidine

n=55 patients avec dosage
d’hepcidine

21 exclus :

> 13 sans dosage des parametres
traditionnels du fer
8 prélevements hémolysés

n=34 patients avec dosage des
marqueurs traditionnels du bilan
martial

3 exclus :

> 1 choc septique
1 maladie rénale terminale
1 OAP sur RAC serré

n=31 patients inclus

Figure 12 : Diagramme représentant les critéres d’exclusion des patients.
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1. Recueil de données démoqgraphiques et clinigues

Pour chaque patient issu de I'observatoire RICO, les données démographiques (age,
sexe), les facteurs de risque cardiovasculaire (hypertension artérielle, diabéete, dyslipidémie,
index de masse corporelle (IMC) [poids (kg)/taille (m32)] et statut tabagique), les parametres
hémodynamiques (fréquence cardiaque (FC), pressions artérielles systolique (PAS) et
diastolique (PAD)), les antécédents d’IDM et les traitements chroniques avant 'IDM ont été
recueillis. Etaient également collectés le délai entre l'apparition des symptomes et
I'hospitalisation en unité de soins intensifs cardiologique (USIC), les caractéristiqgues
cliniques de I'IDM ainsi que le niveau d’insuffisance cardiaque (classe Killip) a 'admission et

au cours du séjour hospitalier.

Une échocardiographie Doppler trans-thoracique était réalisée en USIC au jour 2 + 1
aprés I'admission du patient, par un investigateur local, suivant la méthode de Simpson. La
fraction d’éjection ventriculaire gauche a alors été mesurée par la méthode de sommation
des disques en Simpson biplan, utilisant les coupes apicales 2 et 4 cavités et reposant sur la
mesure des volumes du ventricule gauche : volume télédiastolique (VTD) et télésystolique
(VTS) par la sommation de disques successifs de I'apex jusqu’a la base du cceur. La FEVG
est déterminée par le rapport : (VTD-VTS)/VTD.

Le score de risque GRACE (Global Registry of Acute Coronary Events), score validé
regroupant les huit items suivants : I'dge, la fréquence cardiaque, la pression artérielle
systolique (PAS), la classe Killip, la survenue d'un arrét cardiaque, le sous-décalage du
segment ST sur 'ECG, le taux de créatinine sérique et des biomarqueurs de nécrose
myocardique, a été calculé pour chaque patient (www.outcomes-org/grace/acs_risk.cfm)
[241]. Il a été déterminé a I'admission hospitaliere des patients et a été utilisé afin d’apprécier

le risque de mortalité dans notre population.

2. Recueil de données biologiques

Des échantillons de sang veineux sont prélevés a I'admission du patient pour les

analyses biologiques effectuées au sein du Laboratoire de Biochimie du CHU de Dijon.

Les concentrations plasmatiques en protéine C-réactive (CRP), troponine Ic, le bilan
lipidique avec le cholestérol total (CT), high density lipoprotein cholesterol (HDL-C) et les
triglycérides (TG) ont été mesurés par immuno-néphélémeétrie laser sur Dimension analyzer
(Dade Behring, Newark, NE). La concentration plasmatique en low density cholesterol (LDL-

C) a été calculée en utilisant la formule de Friedewald [242]. Le dosage du taux plasmatique

108


http://www.outcomes-org/grace/acs_risk.cfm

de NT-proBNP (N-terminal pro B-type natriuretic peptide) a été réalisé par une technigue «
sandwich » d’immuno-marquage en ELISA avec un automate Elecsys 2010 (Roche
Diagnostics, Basel, Suisse). L’hémoglobine glyquée (HbA1c) a été mesurée par
chromatographie liquide haute performance sur résine échangeuse d’ions (Biorad,
Laboratories, Richmond, CA, USA). Les cinétigues des concentrations plasmatiques de
troponine Ic et de CPK (créatine phosphokinase) ont été étudiées par prélevements
sanguins toutes les 8 heures durant le premier jour d’hospitalisation puis toutes les 24
heures (Dimension Vista Intelligent Lab System, Siemens). Le dosage de I'hémoglobine
glyquée et du bilan lipidique ont été réalisés a jeun le lendemain de I'admission. La glycémie,
évaluée par une méthode enzymatique basée sur la glucose oxydase, et la créatininémie ont
été toutes deux mesurées sur Vitros 950 analyzer (Ortho Clinical Diagnostics, Rochester,
USA). La clairance de la créatinine, exprimée en mL/min, qui est indice de filtration

glomérulaire, a été calculée selon la formule de Cockcroft :

Clairance de la créatinine = k x P x (140- age/créatinine)

Avec k: constante = 1,23 chez ’'lhomme et 1,04 chez la femme

P : poids en kg

Age : en années

Créatinine : en uM

En addition des prélevements nécessaires a la détermination de ces variables

biologiques, des prélévements sur tube Vacutainer SST Il Advance (Becton Dickinson,
Fnraklin Lakes, NJ, USA) ont été réalisés pour le dosage de la L-arginine et de ses dérivés
méthylés, de I'hepcidine et de la myonectine. Pour I'obtention d’échantillons sériques servant

au dosage de ces biomarqueurs, le prélévement de sang veineux est centrifugé a 1200 x g a

4°C pendant 10 min, le sérum est conserveé a -80°C jusqu’a I'analyse.

Les méthodes de dosage de la L-arginine, des dérivés méthylés, des marqueurs
biologigues « traditionnels » du bilan martial ainsi que de I'hepcidine et de la myonectine

sont détaillées ci-apres.

Il. Méthodes de dosage

1. Méthode de dosage des diméthyl-arginines

La chromatographie liquide haute performance (CLHP), qui peut étre couplée a la
fluorescence ou a la spectroscopie de masse, permet le dosage simultané de la L-arginine et

ses dérivés méthylés sur un méme échantillon.
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1.1 Méthode de CLHP couplée a une détection fluorimétrigue

Nous utilisons dans notre Laboratoire la méthode de CLHP, couplée a une détection
fluorimétrique, propre au dosage de la L-arginine et de ses dérivés méthylés, qui a été
développée en phase inverse et en mode gradient suite a I'adaptation des travaux d’lvanova
et coll. [243]. La CLHP en phase inverse se homme ainsi car elle met en jeu une phase
stationnaire, apolaire et hydrophobe composée de grains de silice greffée et une phase dite
« normale », composée de grains de silice pure, polaire et hydrophile. Le mode gradient
correspond a une variation de la phase mobile au cours de I'acquisition. Une premiére phase
mobile (A) est nécessaire pour I'élution des composés d’intérét. Puis, une seconde phase
mobile (B), composée d'eau/acétonitrile (50/50, v/v), permet d’éluer rapidement les
composés sortant aprés le dernier pic d’intérét (SDMA) mais aussi d’éviter que certains
composés ne soient retenus et relargués par la colonne lors de I'acquisition suivante. Aprés
un retour a 100% de phase A, quelques minutes de stabilisation sont nécessaires avant
I'acquisition suivante. En effet, au cours de la mise au point, il a été mis en évidence que
l'injection d’'un méme échantillon répétée 10 fois donne lieu a la saturation de pics et a des

modifications considérables de la ligne de base, liées a ce phénoméne de relargage.

La L-arginine, 'ADMA et la SDMA sont des composés qui ne fluorescent pas
naturellement. Une réaction dite de « dérivation » avec de I'ortho-phthalaldéhyde (OPA) est
ainsi nécessaire afin de les détecter (longueurs d’ondes d’excitation 340 nm et d’émission
455 nm). L’'OPA doit étre activée par un nucléophile, contenant un groupement thiol (SH).
Dans le cadre de notre méthode, I'acide3-mercaptopropionique a été utilisé. Le systéme
OPA/R’SH ne réagit qu’en présence d’amines primaires (H2N-R) pour donner un composé
isoindole fluorescent [244]. Ainsi, les acides aminés sont a méme de réagir avec le systéme

OPA/R’SH et deviennent alors fluorescents et détectables.

Le dosage de la L-arginine et de ses dérivés méthylés a déja fait I'objet de plusieurs

publications au sein de notre Laboratoire [245—-248].

1.2 Composition de la chaine CHLP et chromatogramme d’un sérum

La chaine CLHP est composée d’'une pompe (SPECTRA SYSTEM 4000®, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA), d’'un dégazeur, d’'un injecteur automatique (Accela,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) et d’'un fluorimétre hautement sensible (Finingan
SURVEYOR®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) permettant des changements

d’intensité au cours de l'analyse, donnant ainsi la possibilit¢ d’acquérir des pics de

110



composés de concentrations différentes sur un méme chromatogramme et sans risque de
saturation du signal. En effet, ces changements d’intensité de fluorescence sont essentiels
puisque la L-arginine présente une concentration sérique environ 100 fois supérieure a celle
de TADMA.

La séparation des composés est réalisée a I'aide d’'une colonne chromatographique
en phase inverse (CHROMOLITH® RP-18E, Merck Millipore, Darmstadt, Allemagne)
optimisée par lajout d’'une précolonne (4x4,5 pum) (CHROMOLITH® RP-18E, Merck
Millipore, Darmstadt, Allemagne). L’analyse des chromatogrammes se fait a I'aide du logiciel
ChromQuest 5.0 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). L’aire du pic, correspondant au
composé dose, est corrélée a celle du standard interne (L-MMA) permettant ainsi le calcul

des concentrations des composés en normalisant par rapport a la solution de calibration.

Les concentrations endogenes de L-MMA sont de l'ordre de 0,1 uM [249]. Une
surcharge en L-MMA (5uM) dans chaque échantillon permet de niveler les différences de
concentrations pouvant exister entre chaque patient. Les résultats sont exprimés en

pumol/L=pM (Figure 13).

600
] L-arginine
600 |

| 400
] L-MMA I
400 |

] | 200
200 | i

W ADMA SDMA
0| i)

0 5 10 15 20 25
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Figure 13 : Chromatogramme d’un sérum de patient issu du RICO. L-arginine (116,7
umol/L ; temps de rétention : 7,9 min), L-MMA (Standard interne ; 11,8 min), ADMA (0.556
pumol/L ; 16,7 min), SDMA (0.494 pmol/L ; 18.6 min).
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1.3 Protocole de dosage

La préparation de I'échantillon consiste a additionner 0,2 mL de sérum a 0,2 mL de L-
MMA (5 uM) et 0,6 mL de PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7,4). Les analytes de ce
mélange doivent étre extraits au préalable avant d’étre injectés sur la chaine CLHP.
L'extraction en phase solide se fait sur des cartouches échangeuses de cations composées
de silice (Strata SCX, Phenomenex®, Torrance, CA, USA).

L'extraction comporte 4 étapes :

. Conditionnement des cartouches avec 1 mL de solution d’élution
(ammoniaque concentrée/méthanol/H20/NaOH (1M) (50/40/10/0.5))

. Dépot de I'échantillon

. Lavage des cartouches pour éliminer les composés inutiles avec 1 mL d’HCI

(10 mM) et 1 mL de méthanol
. Elution des composés avec 1 mL de solution d’élution (ammoniaque
concentrée/méthanol/H20/NaOH (1M) (50/40/10/0.5))

L’éluat est ensuite évaporé sous azote a 45°C et le résidu sec est reconstitué dans
100 pL de KH2PO4, puis 100 yL d’OPA est ajouté. Avant d’étre injecté dans le systéme
CLHP, il est nécessaire d’attendre 10 minutes afin que la réaction entre I'OPA et les

groupements amines soit totale. Chaque échantillon est extrait et dosé en duplicate.

2. Méthode de dosage de I'HEPCIDINE

Les concentrations sériques d’hepcidine ont été dosées par technique ELISA, selon
le principe de « I'EIA compétitif » a l'aide du kit EIA Hepcidin-25 (human) (Peninsula
Laboratories, LLC, Bachem, San Carlos, United States). Le principe de P'ELISA par

compétition est le suivant :
- Une plaque est préparée sur laquelle sont fixés des anticorps (en défaut).

- Un mélange d'antigénes marqués et des antigenes a doser (non marqués) est

déposé sur la plaque.

- La plaque est rincée, de sorte que les antigénes non liés aux anticorps sont éliminés.
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La compétition joue donc entre les antigénes marqués (en guantité connue) et non
marqués (en quantité a déterminer) pour leur liaison aux anticorps, qui sont en défaut. Ainsi
plus les antigénes a doser sont nombreux, plus leur proportion parmi les antigénes retenus
par les anticorps est grande, et plus le signal sera faible. Inversement, si la concentration

initiale de l'antigéne est faible, le signal sera fort.

Dans le kit utilisé pour le dosage de I'hepcidine, I'antisérum est capturé par des
anticorps déposés dans les puits d’'une microplaque (& 96 puits). Une concentration
constante d’'un traceur biotinylé et des concentrations variables d’'un étalon ou d’'un
échantillon de peptide non marqué sont en compétition pour une liaison spécifique a
'antisérum. Le traceur biotinylé capturé est par la suite lié par la streptavidine conjuguée-
HRP (streptavidine conjuguée a la peroxydase du raifort), qui donne un produit coloré aprées
I'ajout d’'un substrat (Figure 14).

HRP HRP
Ajout Ringage Ajout du
Sérum ou + ajout susbtrat
Standard Streptavidine- (TMB)
+ HRP
O : Traceur biotinylé 1
O : Echantillon sérique Mesure
k - Antisérum intensité de
. .. . , coloration
;‘: : Streptavidine conjuguée-HRP

Figure 14 : Principe de I’« EIA compétitif » pour le dosage de I’hepcidine.

Ensuite, il faut mesurer I'absorbance de la plaque a 450 nm, dans les 10 minutes
suivant la fin du protocole, & l'aide d’'un spectrophotométre (VICTOR 3V (Perkin Elmer)).

Chaque échantillon est dosé en duplicate.

Pour calculer la concentration d’hepcidine, est réalisée la moyenne des deux
mesures de densité optique de chaque échantillon a laquelle on soustrait la densité optique
moyenne des Blancs. On trace ensuite la courbe de calibration DO/ concentration (en
ng/mL) sur une échelle semi-log. Puis la concentration est déterminée graphiquement sur la

courbe en multipliant la valeur par le facteur de dilution.
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L’estimation de la concentration sérique d’hepcidine chez des volontaires sains est de

112 ng/mL chez 'homme et 65 ng/mL chez la femme [4].

Cette méthode de dosage est actuellement la plus utilisée dans les études princeps sur
I'hepcidine [188].

3. Méthode de dosage de la MYONECTINE

Comme nous I'avons rappelé préecédemment, I'érythroferrone, dont le réle en tant que
facteur régulateur érythroide de I'hepcidine vient d’étre découvert [5], présente une similitude
de structure avec la myonectine ou CTRP15, décrite précédemment [121]. Nous avons ainsi
déterminé des concentrations plasmatiques de myonectine/CTRP15 chez nos patients par
technique  ELISA. Pour ce faire, nous avons utlisé le kit ELISA
MYONECTIN/CTRP15/C1QTNF15 (HUMAN) d’Aviscera Bioscience (Aviscera Bioscience,

Inc., Santa Clara, United States).

Le principe de la technique ELISA vient d’étre rappelé dans le paragraphe ci-dessus
expliquant les méthodes de dosage de I'hepcidine. Le principe est similaire pour la
détermination des concentrations plasmatiques de myonectine, a la différence qu'il s’agit

cette fois d’une technique d’ELISA en sandwich et non par compétition.

Cette technique de dosage est réalisée selon la méthode ELISA en sandwich
guantitatif. La plaque est revétue au préalable d'un anticorps spécifique pour le CTRP15
humain. L'anticorps de capture peut se lier au CTRP15 dans le standard et dans les
échantillons. Aprés lavage de la plaque afin de retirer toutes les substances non liées, un
anticorps biotinylé contre CTRP15 est ajouté dans les puits. Aprés un autre lavage de la
plague, est ajoutée de la Streptavidine conjuguée-HRP. Aprés un dernier lavage pour
éliminer toute enzyme non liée, une solution de substrat (TMB) est ajoutée dans les puits. Il y
a alors une réaction colorimétrique proportionnelle a la quantité de myonectine/CTRP15
dans les solutions standards ou dans les échantillons. Il faut ensuite mesurer I'absorbance
de la plaque a 450 nm, dans les 15 minutes suivant la fin du protocole, a l'aide d’'un
spectrophotométre (VICTOR %V (Perkin Elmer)). Chaque échantillon est dosé en duplicate.
Une courbe standard peut alors étre établie grace aux valeurs de la gamme et les valeurs de

chaque échantillon peuvent étre lues sur cette courbe.

Les concentrations plasmatiques de chaque patient sont exprimées en ng/mL.
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4. Méthodes de dosage des parametres « traditionnels » du fer

4.1 Fer sérigue

Toutes les techniques courantes de dosage du fer sérique sont réalisées par
colorimétrie. Il en existe deux sortes. La méthode manuelle consiste en une déprotéinisation
en milieu acide suivie d’'une centrifugation, ce qui permet d’éliminer des substances
interférentes comme la bilirubine, 'hémoglobine, certains médicaments ou bien le cuivre.

L’autre technique, également réalisée par colorimétrie, fait appel a un automate de mesure.

Le sang doit étre prélevé sur tube sec avec éventuellement un gel séparateur. Un
prélevement hémolysé est rédhibitoire, compte tenu de la grande quantité de fer contenu
dans I'hémoglobine, ce qui a été un paramétre limitant dans notre étude, puisque que les
prélevements hémolysés ont concernés 20 patients sur 149 analysables, représentant 13,5
% des patients.

Le dosage du fer sérique, ou sidérémie, est indispensable a la détermination du

coefficient de saturation de la transferrine et de la capacité totale de fixation du fer.

Au CHU de Dijon, les analyses sont réalisées par technique photométrique utilisant le

feréne, sur automates Dimension Vista (Siemens).

Les valeurs de référence sont les suivantes (UM = 17,92 x mg/L) :
- Chez ’'homme : 9,0 — 30,4 uM
- Chezlafemme: 11,6 — 31,3 uM

4.2 Transferrine

La transferrine ou sidérophilline est une beta-globuline d’un poids moléculaire de
80 000 daltons environ. Sa synthése est hépatique et elle transporte le fer plasmatique. Une
molécule de transferrine présente deux sites de fixation et elle peut ainsi fixer 2 atomes de
fer Fe3+. Elle est normalement saturée au 1/3.
Les conditions de prélévement sont les mémes que celles du fer sérique.
Son dosage est immunochimique, par immuno-néphélémétrie ou immuno-turbidimétrie.
La méthode utilisée est celle d'immuno-néphélémétrie, sur automates Dimension Vista
(Siemens).

Les valeurs de référence sont identiques chez 'homme et chez la femme : 2 - 3,6 g/L.
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La quantité totale de transferrine dans I'organisme (et donc aussi la CTF) présente
une corrélation inverse avec les réserves en fer. La synthése de la transferrine augmente
quand les réserves diminuent et cela se produit bien avant I'apparition d’'une anémie.

Il existe ainsi des variations physiologiques et pathologiques de la transferrinémie.

Ainsi, il y a une hypertransferrinémie lors de la grossesse, surtout au dernier
trimestre, de méme que lors des premiéres années de vie. Une hypertransferrinémie peut
aussi étre associée a certaines pathologies comme la carence en fer, notamment lors de
saignements chroniques, les troubles de I'absorption intestinale, 'hypogonadisme séveére
chez 'homme par déficit en androgénes. Elle se rencontre aussi lors de la prise de certains

médicaments comme lors de traitements oestrogéniques prolongés ou de diurétiques.

Une hypotransferrinémie est rencontrée dans des situations telles que les syndromes
inflammatoires chroniques (infections chroniques, cancers), l'insuffisance hépato-cellulaire,
la dénutrition, la carence en vitamine C, en contexte de fuites protéiques (glomérulaires,
gastro-intestinales ou cutanées), de surcharge en fer, dans les hémochromatoses primitives
et secondaires, dans les anémies hémolytiques chroniqgues comme la drépanocytose et dans
les rares cas d’atransferrinémie congénitale. Elle est aussi présente lors la prise

d’androgénes au long cours, d’ACTH ou de chloramphénicol.

4.3 Capacité Totale de Fixation du fer (CTF)

La CTF en fer de la transferrine, ou total iron binding capacity (TIBC) est calculée a

partir du dosage de la transferrinémie par la formule :

CTF (uM) = transferrine (g/L) x 25

Y

Le coefficient 25 est obtenu a partir de la masse moléculaire de la transferrine
(2/80000 x 106), ou le PM de la transferrine est de 80000 et 2 correspond au nombre de

valences pour le fer.

Les valeurs de référence sont ainsi également identiques chez 'homme et chez la
femme : 50 — 95 pM.
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4.4 Coefficient de Saturation de la Transferrine ou Sidérophilline (CST)

Le CST correspond au rapport du fer plasmatique sur la CTF. Les précautions de
préléevement sont donc les mémes que pour le dosage du fer sérique et les résultats seront

également ininterprétables, faussement augmentés, s’il y a une hémolyse dans le tube.
Le CST est obtenu par la formule :

CST (%) = (fer plasmatique (UM) x 100) / CTF (uM)

Les valeurs de référence sont comprises entre 15 et 50 %.

Une augmentation du CST est un paramétre clé pour le diagnostic d’'une surcharge
en fer, en particulier pour I'hémochromatose héréditaire liee au géne HFE. Cette
augmentation est également retrouvée en cas de cytolyse hépatique ou d’insuffisance
hépatique sévére, dans I'exogénose chronique, des situations d’hémolyse ou de myolyse,

certaines hémopathies malignes, l'insuffisance rénale terminale et la maladie de Gaucher.

A linverse, une diminution du CST est le témoin d’une érythropoiése carencée en fer,
soit par carence martiale vraie, soit dans un contexte de syndrome inflammatoire ou le fer
est séquestré dans les macrophages en raison de 'augmentation de I'hepcidine et de ce fait,
non disponible pour la production érythroblastique. Le CST est également abaissé dans le
syndrome métabolique, lors de la prise de contraceptifs oraux et lors du dernier trimestre de

la grossesse ainsi que lors des premieres années de vie.

4.5 Ferritine sérique

Le dosage de la ferritinémie est le paramétre de choix en matiére d’évaluation des
réserves en fer. Elle est retrouvée dans le sang en faible quantité, mais présente une bonne

corrélation avec le fer stocké.

Comme nous l'avons rappelé précédemment, les 24 chaines polypeptidiques qui
constituent la ferritine peuvent étre des chaines H (acides) ou des chaines L (basiques),
selon l'origine tissulaire de la protéine. Les dosages immunochimiques, utilisant tous des
anticorps anti-ferritine L, sont exacts quand, comme dans le sérum normal, les sous-unités
de la ferritine sérique sont en majorité de type L. lls le sont moins en cas de pathologies ou
la proportion de sous-unités H augmente. Le dosage est réalisé par immuno-enzymologie,

chimiluminescence, immunonéphélémétrie ou par immunoturbidimétrie. Malgré la
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standardisation, des écarts sont encore observés entre les différents systémes analytiques,
c’est pourquoi il est recommandé d’utiliser la méme technique pour le suivi d'un méme

patient.

Dans notre étude, le systéme utilisé est celui de [I'immunodosage en

chimiluminescence, sur automates Dimension Vista (Siemens).

Les valeurs usuelles de la férritinémie sont :
- Chez'homme : 26 — 388 ug/L
- Chezlafemme : 8 — 252 ug/L
En général, une diminution de la ferritine est un signe majeur d’absence de réserve
martiale et reflete une carence. Cependant, il faut se méfier d’'une ferritinémie normale,

qui peut s’observer dans certains cas de carence véritable associée a une cause

d’hyperferritinémie, ou bien dans les rares formes de carence martiale héréditaire.

L’élévation de la ferritine sérique s’observe en cas de surcharge en fer, mais peut
aussi étre liée a d’autres situations pathologiques telles que le syndrome inflammatoire,
les cytolyses (hémolyse, cytolyse hépatique ou musculaire, d’origine tumorale),
'exogénose chronique, I'hyperthyroidie, le syndrome métabolique, la maladie de
Gaucher ou bien les infections. Par ailleurs, la ferritinémie n’est pas toujours élevée dans
’hémochromatose ou certaines surcharges en fer, en raison de pathologies
intercurrentes et interférentes ou en raison du mécanisme particulier de certaines de ces

surcharges.
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Résultats
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ETUDE EXPERIMENTALE |

Diméthylarginines, glycémie et CRP chez des patients en
phase aigué d’infarctus du myocarde

Ce travail est inclus dans un manuscrit actuellement soumis a Archives of Cardiovascular

Diseases :

Dimethylarginines, blood glucose, and C-reactive protein in patients with acute
myocardial infarction.

Aurélie Gudjoncik, Marianne Zeller, Julie Lorin, Eve Rigal, Yves Cottin, Catherine Vergely,
Luc Rochette

|. Objectifs de I’étude

Comme nous l'avons rappelé dans les paragraphes d’introduction, les pathologies
cardiovasculaires et certaines maladies métaboligues ont pour trait commun de leur
pathogenése une diminution de la biodisponibilité du monoxyde d’azote, *NO. La L-arginine,
via les *NO synthases (NOS), est le précurseur de la synthése du *NO. Les dérivés méthylés
de la L-arginine, la diméthyl-arginine asymétrique (ADMA) et la diméthyl-arginine symétrique
(SDMA) sont produits par la méthylation des protéines au niveau de leurs résidus arginine.
Un taux élevé d’ADMA est associé a la dysfonction endothéliale et de nombreuses études
ont montré que les maladies cardiovasculaires, dont la coronaropathie, et le diabéte étaient
caractérisés par des taux élevés d’ADMA. La SDMA n’a pas les mémes fonctions
biologiques que 'ADMA. La majeure partie de la SDMA est éliminée par excrétion rénale et il
est maintenant bien établi que la SDMA est un marqueur de fonction rénale. Il a été
démontré que chez les patients diabétiques, il existe une relation positive entre le controle
glycémique a long terme et le taux d’ADMA, en association avec les complications micro et
macrovasculaires [250]. Par ailleurs, il existe une relation négative entre le taux de SDMA et
l'insulinorésistance [251]. Dans notre Laboratoire, un lien significatif entre ADMA et HDL-

cholestérol a été démontré, qui serait di a la modulation de I'activité des eNOS [244].
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Plusieurs études ont montré que I'hyperglycémie est associée a des modifications des
fonctions des LDLs et des HDLs ainsi qu’a l'inflammation ; cibler I'inflammation améliore
ainsi la glycémie, linsulinorésistance et le profil inflammatoire des patients a risque de

développer des pathologies cardio-vasculaires et métaboliques.

Chez les sujets atteints de cardiopathie ischémique et en particulier lors de la phase
aigué de l'infarctus du myocarde (IDM), il n’existe que peu d’informations sur les relations
entre le métabolisme des dérivés méthylés, la biodisponibilité du °*NO, la glycémie et les
marqueurs d’inflammation. Nous nous sommes ainsi proposés d’étudier les relations
susceptibles d’exister entre les taux circulants des dérivés de la L-arginine, ADMA et SDMA,
la glycémie et un marqueur traditionnel de l'inflammation, la CRP, chez des patients en

phase aigué d’infarctus du myocarde.

[l. Méthodes

Dans ce travail, 31 patients admis pour un IDM dont les premiers symptomes étaient
inférieurs a 12 heures ont été inclus entre le 4 mai 2012 et le 23 janvier 2014. Les patients
présentant des co-morbidités telles qu'un sepsis intercurrent ou une maladie rénale
chronique ont été exclus de I'étude. Notre étude est conforme a la déclaration d‘Helsinki et a
été approuveé par le comité d’éthique du CHU de Dijon. De plus, un consentement éclairé a
été signé par tous les patients.

Pour chaque patient, issu de I'observatoire RICO, des données démographiques, les
facteurs de risque cardiovasculaire, les paramétres hémodynamiques, les antécédents
d’'IDM, les traitements chroniques avant I'IDM ont été recueillis en sus du délai entre
'apparition des symptémes, ainsi que les paramétres pendant I'hospitalisation en USIC avec
les caractéristiques cliniques de I'IDM et la fraction d’éjection du ventricule gauche (FEVG),

mesurée en échocardiographie en Simpson biplan.

Des 'admission des patients, des prélevements de sang veineux sont effectués pour
les différentes analyses biologiques effectuées au plateau technique de biologie du CHU de
Dijon ainsi que pour la détermination des taux sériques de L-arginine et ses dérivés
méthylés. Le dosage de ces derniers s’effectue par chromatographie en phase liquide a
haute performance selon le protocole décrit dans la partie Matériel et Méthodes de ce

manuscrit.

121



Concernant l'analyse statistique, les données continues sont présentées sous la
forme de moyenne + erreur standard. Un test de Kolmogorov-Smirnov a été réalisé pour
tester la normalité de la distribution de la population.

Les données dichotomiques, présentées sous forme de pourcentage, ont été
comparées par le test du Chi square ou de Fisher. De plus, pour tester les associations entre
les concentrations des diméthyl-arginines, L-arginine et les variables biologiques, un test de
Spearman a été appliqué.

Une analyse de type régression linéaire multiple descendante a été réalisée en
utilisant le taux de SDMA comme variable dépendante. Les variables indépendantes
intégrées au modeéle représentent I'ensemble des données ayant une relation
statistiquement significative (p<0,05) avec la variable dépendante en analyse univariée
(comprenant I’hypertension artérielle, 'antécédent de coronaropathie, I'age, la clairance de la
créatinine et la glycémie d’admission).

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel SPSS software
package version 12.0.1 (SPSS Inc, USA).

l1l. Résultats obtenus

La moyenne d’age des patients est de 65 ans, la plupart sont des hommes (61%),
hypertendus (58%), dont un tiers sont fumeurs ou avec un antécédent de coronaropathie. La
proportion de sujets diabétiques est de 23 %, dont 16 % recoivent un traitement par insuline
au long cours et 19 % des anti-diabétiques oraux.

Les taux circulants d’ADMA et de L-arginine étaient dans I'ensemble similaires quelque soit
la présence ou non des facteurs de risque cardiovasculaire ou le traitement chronique, en
dehors d’'une corrélation positive entre le taux circulant ’ADMA et la glycémie (r=0,37).

Par ailleurs, il existe une corrélation positive entre la SDMA et TADMA (r = 0,53), I'age
(r = 0,43), le Nt-proBNP (r = 0,39), et encore plus forte avec la glycémie (r = 0,57).
Cependant, la SDMA n’est pas corrélée avec le controle glycémique chronique, c’est-a-dire
avec 'HbA1c (p = 0,616). La SDMA est corrélée négativement a la clairance de la créatinine
(r = -0,77) et son taux augmente de plus de 50 % dans linsuffisance rénale chronique
(clairance de la créatinine < 60 ml/min) (0,77(0,58-1,12) vs. 0,50(0,43-0,65) umol/L,
p=0,006). A la phase aigué de I'IDM, le taux de SDMA est plus élevé, de fagon significative,
chez les patients hypertendus, aux antécédents de coronaropathie, sous statines au long

cours et cette tendance est retrouvée chez les patients diabétiques (p = 0,191). De plus, il
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existe une tendance a une élévation du taux de SDMA en lien avec une altération de la
FEVG (r = -0,25) et les patients avec FEVG abaissée en-dessous de 40 % montrent une
tendance a avoir des taux de SDMA plus élevés, mais cette relation n’est pas significative
(0,86 +0,24 vs. 0,66 +0,37 umol/L, p=0,236).

En analyse de type régression linéaire multiple, la glycémie d’admission est un
prédicteur du taux de SDMA (B = 0,373, p = 0,025), au-dela des marqueurs traditionnels des

diméthylarginines tels que linsuffisance rénale.

Notre étude montre ainsi que chez des patients en phase aigué d'infarctus du
myocarde, les valeurs de SDMA, et dans une moindre mesure celles de I'ADMA, sont
associées a la glycémie d'admission et pourraient donc exercer des actions biologiques

indépendantes de la fonction rénale.
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Abbreviations: ACE inhibitor: angiotensin converting enzyme inhibitor; ARB: angiotensin I
receptor blocker; ADMA: asymmetric dimethylarginine; BM|: body mass index; CAD: coronary
artery disease; CK: creatine kinase; CRP: C-reactive protein; DBP: diastolic blood pressure; HR:
heart rate; EC: endothelial cell; HbAlc: glycated hemoglobin; HOL-C: high-density lipoprotein-
cholesterol; HPLC: high-performance liguid chromatography; ICU: intensive care umit; LDL-C:
low-density lipoprotein-cholesterol; LVEF: left ventricular ejection fraction; NO: nitric oxide;
MO5: MO synthase; SBP: systolic blood pressure; SDMA: symmetric dimethylarginine; STEMI: 5T

segment elevation myocardial infarction; WVEA: vitamin K antagonist.

Summary
Background

Asymmetric dimethylarginine [ADMA), and its symmetrical sterecisomer [SDMA)- as
methylated products of L-arginine, decrease nitric oxide (NO) availability. Their elevated levels
in diabetes increase the risk of acute myocardial infarction (M), through endothelial
dysfunction.
Aims:

We investigated the relationship between droulating levels of ADMA, 5DMA and functional
relevant parameters in patients with acute MI.
Methods

Prospective study from 31 MI patients hospitalized <12 hours after symptom onset. Blood
samples were taken on admission and serum levels of ADMA, SDMA and L-arginine were

determined using high-performance liquid chromatography (HPLC).
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Results

Mean age was 65y, most were male, hypertensive, 1/3rd were current smokers, or had a
history of CAD and 23% were diabetic. ADMA and L-arginine values were similar whatever the
risk factor, except for ADMA that was positively correlated with blood glucose (r = 0.37) and
CRP (r = 0.58). In contrast, SDMA was correlated with age (r = 0.43), and admission glucose (r =
0.57). SDMA was elevated in hypertension, prior CAD, statin therapy and showed a trend
toward an increase in diabetic patients (p = 0.191). Moreover, there was a trend toward an
elevation of SDMA with decreased LVEF (r = -0.25). In multivariate linear regression analysis,
blood glucose was an estimate of SDMA (R = 0.373, p=0.025), beyond traditional markers of
dimethylarginines including kidney failure.

Conclusion

Our study showed that in patients with acute MI, SDMA, and only weakly ADMA, are
associated with admission blood glucose, beyond traditional dimethylarginine determinants

and may therefore have biological activity beyond renal function.

Résumé

Contexte

La diméthylarginine asymétrique (ADMA), et son stéréoisomeére symétrique (SDMA), produits
méthylés formés a partir de la L-arginine, entrainent une diminution de la biodisponibilité du
monoxyde d'azote (NO). Chez les diabétiques, leurs taux €élevés augmentent le risque de

survenue d'infarctus du myocarde (IM), par dysfonctions endothéliales.
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Objectif

Nous nous sommes proposés d’étudier la relation entre les taux circulants d’ADMA et SDMA et
les parametres fonctionnels chez des patients en phase aigué d’IM.

Méthodes

Cette étude prospective a été réalisée sur 31 patients hospitalisés dans un délai de 12 heures
suivant le début des symptémes. Des préléevements sanguins sont réalisés lors de I'admission
et les taux plasmatiques d’ADMA, SDMA et de L-arginine sont évalués par chromatographie en
phase liquide a haute performance.

Résultats

La moyenne d’'age est de 65 ans, essentiellement des hommes, hypertendus, 1/3 étant
fumeurs, avec un passé de coronarien et 23% étaient diabétiques. Les taux plasmatiques
d’ADMA et de L-arginine sont similaires quels que soient les facteurs de risque ; exceptés pour
les taux d’ADMA qui sont positivement corrélés a la glycémie (r =0.37) et a la CRP (r =0.58). En
revanche, les teneurs en SDMA sont corrélées a I'dge (r = 0.43), et a la glycémie a I'admission
(r=0.57).

Les teneurs en SDMA sont élevées chez I'hypertendu, chez le coronarien, lors des traitements
par statines et tendent a étre augmentées chez les patients diabétiques (p = 0.191).

Par ailleurs, il apparait une tendance a I'élévation de SDMA lors d’une altération de la fonction
systolique ventriculaire gauche (r = -0.25). En analyse de régression linéaire multiple, le niveau
de glucose plasmatique est un prédicteur de SDMA (B = 0.373, p=0.025), au-dela des
marqueurs traditionnels des diméthylarginines comme l'insuffisance rénale.

Conclusions

Notre étude montre que chez des patients en phase aigué d'infarctus du myocarde, le SDMA,
et dans une moindre mesure I'ADMA, sont associés a la glycémie d'admission et pourraient

donc exercer des actions biologiques indépendantes de la fonction rénale.
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Introduction

L-Arginine (L-Arg) is the precursor for the synthesis of nitric oxide (NO), a key signaling
molecule via NO synthase (NOS). Reduced NO bicavailability may play an essential role in
cardiovascular pathologies and metabolic diseases. L-Arg deficiency syndromes in humans
involve endothelial inflammation and immune dysfunctions [1]. The synthesis of NO is
selectively inhibited by guanidino-substituted analogs of L-Arg or methylarginines such as
asymmetric dimethylarginine (ADMA}, which results from protein degradation in cells. Many
disease states, including cardiovascular diseases and diabetes, are associated with increased
plasma levels of ADMA. Methylated arginines: ADMA and symmetric (SDMA) dimethyl-L-
arginine are produced by the methylation of protein arginine residues, in the reaction
catalyzed by arginine methyltransferases (PRMT). Most ADMA, but not SDMA, is degraded to
citrulline and dimethylamine by dimethylarginine dimethylaminohydrolase (DDAH) wich is
widely distributed throughout the organs and tissues, particularly in the liver and kidney.
DDAH presents two isoforms: | and Il; this way regulates ADMA levels and hence NO synthesis
[2].

Unlike ADMA, which is a primary factor in the control of NOS activity, SDMA has insignificant
inhibitory effects on the enzyme but might inhibit NO-production through competition to
arginine for transportation into the cell. SDMA is highly related to renal function [3], as urinary
excretion is considered as the main route for elimination of SDMA, although it has been
demonstrated in humans that the liver contributes in the elimination of SDMA [4].

Moareover, several lines of evidence have demonstrated that elevated ADMA levels are
associated with endothelial cell (EC) dysfunction in healthy subjects and in patients with
metabaolic disease [5]. A positive relationship between long-term glycaemic control and plasma
ADMA levels has been reported in patients with diabetes mellitus (DM), associated with micro-

and macrovascular complications [6]. Moreaover, a negative relationship has been reported
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between SDMA and insulin resistance [7]. SDMA, which is not a competitive inhibitor of NO
synthase, failed to show any independent relationship with LDL-cholesterol. The significant link
between ADMA and HDL-C level may be due to the modulation of eNOS activity [8]. Several
studies reported that hyperglycemia induces modifications in HDLs, and LDLs functions, and is
associated with inflammation and demonstrated that targeting inflammation improves
glycemia, insulin resistance, and inflammatory profiles in patients at risk for development of
cardiovascular and metabolic pathologies. It is well known that the intact endothelium may
actively contribute to atherosclerotic disease initiation and/or progression. The underlying
mechanisms leading to dysfunctional EC are not clear. Moreover, EC are heterogeneous in
their response to physiopathological stimuli [9].

In patients with coronary artery disease (CAD), including acute myocardial infarction (MI)},
there is little information on the relationship between L-Arg metabolism, NO bioavailahility,
glycemia and inflammation. Therefore, we aimed to examine the relation between plasma
dimethylarginines, blood glucose, and a traditional marker of inflammation such as C-reactive

protein (CRP) levels in patients hospitalized for acute M.
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Methods

Patients

The participants were recruited from the Observatoire des Infarctus de Céte d’'Or (RICO)
survey, a French regional survey of acute MI. Details on the survey have already been
published [10]. In the present study, patients admitted to an intensive care unit between
4th May 2012 and 23rd January 2014 for acute M| within 12 h after symptom onset were
included. M| was defined by an increase in serum troponin Ic [> upper limit of the hospital
normal (ULN) range] associated with symptoms of ischemia and/or typical ECG signs [11]. ST-
segment elevation M| (STEMI) was defined as chest pain lasting for 220min with typical ECG
changes including 21mV ST segment elevation in two or more limb leads or 22mV in two or
mare contiguous precordial leads. We collected data on patients’ age, sex, cardiovascular risk
factors (history of hypertension or treated hypertension, known history of diabetes, treated
hypercholesterolaemia, body mass index (kg/m?), current smoking (within three manths)) and
chronic treatments. Hemodynamic parameters on admission (heart rate, systolic and diastolic
blood pressures), and Killip class> 1 were also gathered. Left ventricular ejection fraction
{LVEF) was measured by echocardiography 2 %1 day after admission using the Simpson
method.

Blood samples for the assessment of biomarkers levels were collected on admission in EDTA
containing tubes and stored at -80°C until analysis.

The study was approved by the Consultative Committee of Protection of Persons in Biomedical
Research of Burgundy and conducted in accordance with Declaration of Helsinki. All subjects

gave their written consent to participate in the study.
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Biological Data

Blood samples were drawn on admission (Median time from symptom onset to blood
sampling: 16 (8-30) hours). C-reactive protein (CRP), total cholesterol (TC), high-density
lipoprotein cholesterol (HDL-C) and triglyceride (TG) concentrations were measured on a
Dimension analyzer (Dade Behring, Newark, NE}). The level of low-density lipoprotein
cholesterol (LDL-C) was calculated using the Friedewald formula [12]. Plasma glucose
concentrations (enzymatic method (glucose oxidase)) and creatinine levels were measured on
a Vitros 950 analyzer (Ortho Clinical Diagnostics, Rochester, NY) and creatinine clearance was
calculated with the Cockcroft formula. Glycated hemoglobin Alc (HbAlc) was measured with

ion exchange HPLC (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA).

Dimethylarginines and L-arginine Analysis

Samples were allowed to clot at room temperature for 30 minutes and centrifuged at
2500 rpm for 10 minutes at 4°C. The serum was kept frozen at -80°C until analysis. L-arginine,
ADMA, and SDMA, were measured by high performance liquid chromatography (HPLC) [13].
Before the analysis, serum was added with N-monomethyl L-arginine (NMMA) as the internal
standard and phosphate—buffered saline (PBS). This mixture was extracted on solid-phase
extraction (SPE) cartridges (Phenomenex Strata X-C, Torrance, CA, USA). The cartridges were
first conditioned with elution buffer (10/0.5/40/50; NH3 concentrated/1 M NaOH/bidistilled
water/CH30H; v/v/v/v) followed by bidistilled water before being loaded with the diluted
sample. The SPE cartridge was consecutively washed with HCl (100 mmol/L) and methanol
(1:1; v:v). ADMA and SDMA were eluted with elution buffer. All conditioning, washing and
elution steps were achieved by vacuum suction. The eluate was dried under nitrogen,
derivatized with ortho-phthaldialdehyde (OPA) reagent (1:1; v:v) and injected into the HPLC

system, with a fluorescent detector Finingan Surveyor {Thermao Fisher (lexc: 340 nm, lem: 455
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nm) and ChromaolithH RP-18E column (10064.6 mm) including a guard cartridge (1064.6 mm)
supplied by Merck (Darmstadt, Germany). Chromatographic separation, at room temperature,
was performed isocratically at 100% mobile phase A, with 25 mmol/L phosphate buffer
{pH 6.8) containing 6.5% CH3CN, at a flow rate of 1.1 mL/min. After SDMA elution, mobile
phase was switched to 100% mobile phase B, with ultrapure water: CH3CN (50:50, v:v), and
the flow rate was increased to 3.0 mL/min to elute strongly retained compounds. Assays were
performed in duplicate. The detection limits were 0.05 and 1.19 mmol/L and interday

variabilities were 5.7 and 4.6% for ADMA and L-arginine, respectively [14].

Statistical Analysis

Dichotomous variables are expressed as n (%) and continuous variables as mean + SD or
median (interquartile range). A Kolmogorov-Smirmmov test was performed to assess the
normality of continuous variables. Mann-Whitney test or Student’s t test was used to compare
continuous data, and the Chi 2 test or Fisher's test was used for dichotomous data. The
threshold for significance was set at 5%. For continuous variables, Pearson or Spearman rank
correlation analyses were performed, as appropriate. Multiple linear regression analysis was
performed with SDMA as a dependent variable. Variables entered into the models were those
with a significant relationship (p<0.05) with the dependent variable in univariate analysis (i.e.
hypertension, family history of CAD, age, creatinine clearance, and admission blood glucose).
The threshold for significance was set at 5%. 5PSS version 12.0.1 {IBM Inc, USA) was used for

all of the statistical tests.
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Results

Mean age was 65y, most were male and hypertensive, almost 1/3™ were current smokers, or
had a history of CAD (Table 1). Diabetes was diagnosed in 23%, whose 16% were under chronic
insulin therapy and 19% under oral antidiabetic medications. Variations of dimethylarginines
and L-arginine values according to the baseline characteristics and CV treatments are shown in
Table 1. Regression analysis for dimethylarginines and biological variables are indicated in
Figure 1. ADMA and L-arginine values were similar whatever the presence or not of a risk
factor or treatment, except for ADMA that was positively correlated with blood glucose (r =
0.37) and CRP (r =0.58).

In contrast, SDMA was positively correlated with ADMA (r = 0.53; Figure 1 A); age (r = 0.43,
Figure 1 B), Nt-proBNP (r = 0.39), and even more strongly with glucose (r = 0.57; Figure 1 D).
However, SDMA was not related to chronic glucose control (i.e. HbAlc) (p = 0.616). SDMA was
negatively correlated with creatinine clearance (r = -0.77) and was > 50 % increased with
kidney failure (i.e. creatinine clearance < 60 ml/min) (0.77(0.58-1.12) vs. 0.50(0.43-0.65)
pumol/L, p=0.006). SDMA was significantly elevated in hypertension, prior CAD, and chronic
statin therapy and showed a trend toward an increase in diabetic patients (p = 0.191).
Moreover, there was a trend toward an elevation of SDMA with decreasing LVEF (r = -0.25;
Figure 1E) and patients with severe LVEF alteration (<40%) showed a trend toward higher
SDMA values, but this relation was not significant (0.86 +0.24 vs. 0.66 +0.37 pmol/L, p=0.236).
In multivariate linear regression analysis, blood glucose level on admission was an estimate of
SDMA level {R = 0.373, p = 0.025), beyond traditional marker of the dimethylarginine including

kidney failure (8 = 0.475, p = 0.017) and hypertension (B =0.379, p =0.019).
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Discussion

The role of ADMA as an endogenous competitive inhibitor of eNOS is now well established,
while in return SDMA is not a competitive inhibitor of eNOS. SDMA is a structural isomer of
ADMA and inhibits cationic amino acid transporters which are essential for the transcellular
membrane passage of L-arginine [2,15]. High plasma ADMA concentrations are associated with
EC dysfunction in patients with CV risk factors or CAD, while this association is weak in healthy
individuals [16]. Endothelial dysfunction is primarily characterized by impaired NO-induced
vasodilation, and associated with traditional CV risk factors such as dyslipidemia, hypertension
and metabolic syndrome. Mare precisely, in the vascular endothelium of CAD patients, high
serum ADMA levels are associated with impaired vascular function reflected by increased
vascular superoxide production and reduced NO bioavailability, due to accelerated eNOS
uncoupling [17]. In MI patients, circulating ADMA has been independently associated with
clinical outcomes probably through its deleterious impact on vascular homeostasis. In a large
population we showed a strong inverse relationship between HDL and ADMA in myocardial
infarction patients, suggesting a functional interaction between HDL and endothelium, beyond
metabolic conditions associated with low HDL levels [8].

In our study, SDMA was paositively related to ADMA but not with L-arginine. These results are
in agreement with previous finding from our laboratory [18] and by an other group [19].
Elevated plasma concentrations of SDMA might also indirectly influence the activity of NOS by
inhibiting the uptake of cellular L-arginine. Hence, during acute M|, the biochemical pathways
that regulate the biological functions of dimethylarginines appear interdependent.

Our study, as other studies [20], showed that SDMA was negatively correlated with creatinine
clearance. Circulating levels of ADMA and SDMA are positively associated with all-cause and
cardiovascular mortality in patients with end-stage renal disease. Chronic kidney diseases are

associated with reduced bioavailability of NO, which is required to maintain normal vascular
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and kidney function. Data from human studies have suggested that SDMA correlates well with
parameters of renal function [3]. Plasma SDMA levels increase in parallel with creatinine and
blood urea nitrogen after total nephrectomy [21]. Recently, the positive association between
SDMA and increased risk is controversial [22] according to that elevated SDMA could therefore
influence the NO-production also by inhibiting the transportation of arginine.

The main findings in this study are that ADMA was paositively correlated with admission blood
glucose. A variety of studies have demonstrated that elevated ADMA contributed to
endothelial dysfunction, the common characteristic of diabetes [23,24]. It has been well
documented that diabetes impairs endothelial cells and attenuates endothelial repair and
angiogenesis, which are closely associated with the increased prevalence of cardiovascular
diseases. The exact mechanisms underlying the disease are unknown; however, there is
growing evidence that excess generation of reactive oxygen species (ROS), largely due to
hyperglycemia, causes oxidative stress in a variety of tissues. One of the mechanisms relates to
the fact that the reaction of NO with superoxide anion results in its inactivation and therefore
induces a reduction in the biological availability of NO [25]. What are the mechanisms
implicated in the positive correlation between ADMA and blood glucose? One of the
mechanisms is the incidence of glucose on the activity of enzymes involved in ADMA
metabolism. ADMA is metabolized to L-citrulline and dimethylamine by dimethylarginine
dimethylaminohydrolase (DDAH). DDAH has two isoforms, DDAH1 and DDAH2. It has been
reported that high glucose level decreased the activity and expression of DDAH2, one of the
major isoforms of DDAH in endothelial cell, indicating that DDAH2/ADMA pathway play
important role in endothelial cell senescence in diabetes [26].

Interestingly, we observed that ADMA was positively correlated with CRP in acute MI. CRP is
an acute phase reactant in acute MI, and many studies have demonstrated the prognostic

significance of markers of inflammation such as CRP, and oxidative stress [27]. There have
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been extensive investigations about the role of CRP in CAD over the past few years and it has
been reported that measurement of CRP levels might be a useful assessment in patients at
intermediate risk for cardiovascular events. CRP directly inhibits NO production by EC via
destabilizing eNOS. The eNOS activity and eNOS dimer/monomer ratio were significantly lower
in aortic tissue homogenates from CRP-treated rats associated with significant reductions in
guanosine triphosphate cyclohydrolase 1 (GTPCH1) expression and tetrahydrobiopterin (BH4)
levels. GTPCH 1 and BH4 are involved in endothelial nitric oxide production and, their
depletion may lead to decreased availability of NO [2,28]. The positive correlation between
ADMA and blood CRP; the underlying mechanisms of this correlation remain unclear. One
emerging hypothesis, based on experimental findings, suggests an effect of inflammation
process on enzymes activities associated with ADMA metabolism. Moreover, SDMA, which is
not a competitive inhibitor of NO synthase, failed to show any relationship with CRP levels.
ADMA has been implicated in inflammation response through activation of leukocyte adhesion
and production of inflammatory cytokine tumor necrosis factor a (TNF-a) in cultured
endothelial cells or monocytes [29]. Accumulation of ADMA is a result of increased production
and/or reduced degradation. It has been reported that mRNA and protein expression of
DDAH2Z not DDAH1 were markedly decreased in synoviocytes of collagen-induced arthritis rats.
There is growing evidence that 1) the expression of DDAH2, the key enzyme for ADMA
degradation, was markedly reduced in inflamed tissue 2) ADMA is not only a risk factor for

endothelial dysfunction but also a novel proinflammatory mediator [30].

Limitations of the study

Our study is limited by its design. This work suffers from the usual limitations of observational,

and therefore determines correlations rather than causal relationship. The number of patients
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included was relatively small (n=31). The small number of subjects also limits interpretation

of correlation between functional parameters and biological values.
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Table 1: Dimethylarginines and L-arginine according to baseline characteristics.

N(%) ADMA, SDMA L-arginine
or pmol/L umol/L pmol/L
MeantSD or or or
r r r
P P P
All 31 0.52+0.11 0.69+0.35 93.30+44 .81
Risk factors
Age,y 65+16 0.200 0.281 0435 0.015 0.214 0.248
Female yes 12(39%) 0.51+0.13 0.846 0.70+0.41 0.912 90.62+44.81 0.796
no 19(61%) 0.52+0.10 0.68+0.33 94.99+45 .96
BMI, kg/m? 2745 0.071 0.706 0.003 0.989 0.193 0.299
Hypertension yes 18(58%) 0.52+12 0.80+0.41 98.5253.86
0.598 0.022 0.455
no 13(42%) 0.50+0.11 0.54+0.17 86.07+28.52
Diabetes yes 7{23%) 0.53+0.16 0.651 0.84+0.48 0.191 71.72%23.31 0.151
no 24(67%) 0.51+0.10 0.64+0.30 99.59+47.90
Hypercholesterolemia  yes 14(45%) 0.49+0.13 0.82+0.47 96.14462.99
0.344 0.092 0.774
no 17{55%) 0.53+0.09 0.58+0.17 90.96+23.01
Current smoking yes 10(32%) 0.51+0.10 0.913 0.55+0.21 0.127 104.61+38.65 0.341
no 21(68%) 0.52+0.12 0.76+0.39 87.9+47.39
Family history of CAD yes 14(45%) 0.49+0.08 0.349 0.66+0.24 0.638 84.25+¥23.91 0.316
no 17(55%) 0.53+0.13 0.72+0.43 100.75+56.31
CV history
History of CAD yes 10(32%) 0.53+0.14 0.631 0.95+0.50 0.036 77.03+26.86 0.167
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Chronic Kidney
Disease
Admission data

Anterior wall location

STEMI

HF on admission

HR, b/min

SBP, mmHg

DBP, mmHg

LVEF, %

GRACE risk score
Biological data
ADMA, pumol/L
SDMA, pmol/L
L-arginine, pmol/L
Creatinine Cl, mL/min
Total-cholest, mg/dL
LDL-cholest, mg/dL
HDL-cholest, mg/dL
Triglycerides, mg/dL

Glucose, mmaol/L

no

yes

no

yes

no

yes

no

yes

no

21(68%)
2(6%)

25(94%)

10(32%)
21(68%)
12(39%)
19(61%)
8(26%)
23(74%)
79+15
134+28
78+18
50+13

147+44

74427
1.87+0.41
1.18+0.41
0.43%0.12
1.04(0.77-1.47)

7.9+3.4

0.51+0.10

0.41+0.11

0.52+0.11

0.49+0.11

0.5310.11

0.49+0.11

0.5310.11

0.55+0.18

0.50+0.08

-0.046

-0.060

-0.158

0.050

0.311

0.535

-0.104

0.330

-0.024

-0.106

0.039

0.102

0.372

0.108

0.463

0.321

0.486

0.815

0.752

0.404

0.788

0.108

0.002

0.577

0.070

0.901

0.583

0.840

0.590

0.040

0.56%0.16

0.9610.23

0.67+0.36

0.66+0.21

0.70+0.41

0.54+0.17

0.78+10.41

1.05+0.53

0.56%0.14

-0.139

-0.150

-0.208

-0.246

0.563

0.535

-0.072

-0.773

-0.440

-0.548

0.148

0.095

0.575

0.091

0.767

0.029

0.037

0.480

0.430

0.271

0.182

0.002

0.002

0.700

<0.001

0.015

0.002

0.435

0.616

0.001

101.05+49.92

115.91+7.37

91.74445.94

98.77460.6

90.69436.75

0.077

0.647

109.42+65.79 0.203

83.12120.56

112.02+65.12 0.174

86.79134.90

0.001

-0.158

0.033

0.098

0.011

-0.104

-0.072

0.181

0.170

0.232

-0.144

0.043

-0.248

20

0.996

0.406

0.861

0.601

0.957

0.577

0.700

0331

0.370

0.226

0.449

0.822

0.178
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HbAILC, %
CRP, mg/L

CRP >3

NT-proBNP, pg/mlL

Troponin Ic, pg/L

CK, IU/L

Haemoglobin, g/dL

Haematocrit, %

Chronic treatments

Diuretic

ACE inhibitor

Oral antidiabetics

Insulin

Statin

Acute treatments

Diuretic

ACE inhibitor

yes

no

yes

no

yes

no

yes

no

yes

no

yes

no

yes

no

yes

6.0(5.7-6.4)
5.4(2.8-24.8)
18(58%)
12(42%)
1037(456-
3062)
40(7-86)
126841311
14.1+1.8

4245

9(29%)
22(71%)
6(19%)
25(81%)
6(19%)
25(81%)
5(16%)
26(84%)
9(29%)

22(71%)

5(16%)
26(84%)

12(39%)

-0.187

-0.105

0.52+0.13

0.49+0.06

0.074

-0.293

-0.120

-0.070

-0.040

0.52+0.16

0.51+0.09

0.57+0.16

0.50+0.10

0.48+0.08

0.52+0.12

0.5940.16

0.50+0.10

0.50+0.16

0.52+0.09

0.56%0.19

0.51+0.09

0.49+0.09

0.323

0.581

0.391

0.692

0.116

0.520

0.708

0.841

0.795

0.222

0.348

0.116

0.731

0.290

0.360

0.095

0.035

0.73+£0.44

0.60+0.14

0.390

0.234

0.017

-0.273

-0.170

0.96+0.53

0.58+0.17

1.07+0.55

060+0.22

0.69+0.26

0.69+0.38

0.94+0.55

0.64+0.30

0.98+0.51

0.57+0.17

1.26+0.54

0.5840.16

0.55+0.14

0.616

0.854

0.260

0.030

0.213

0.926

0.138

0.360

0.063

0.090

0.981

0.086

0.046

0.045

0.034

-0.077 0.685
0.261 0.164
101.63+52.62 0.197
79.52429.26
-0.191 0.304
-0.038 0.840
-0.091 0.625
-0.336 0.064
-0.347 0.056
97.41465.79  0.750
91.62+34.78
111.44+75.58 0.277
88.94%34.91
70.49425.28 0.169
98.77+47.07
75.631%27.20 0.344
96.70+47.09
95.74+66.44  0.850
92.30+34.41
83.92+29.62 0.618
95.10147.42

104.04+52.77 0.297
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no

Oral antidiabetics yes

Insulin

Statin

no

yes

no

yes

no

19(61%)
2(6%)
29(94%)
8(26%)
23(74%)
28(90%)

3(10%)

0.53£0.12

0.41+0.10

0.52+0.11

0.56+0.17

0.50+0.08

0.50+0.11

0.62+0.13

0.127

0.372

0.181

0.78+0.42

0.62+0.25

0.69+0.36

0.87+0.45

0.63%0.30

0.67+£0.37

0.83£0.18

0.936

0.097

0.095

86.51+38.99

84.25137.40

93.92445.78

76.34%25.22

99.20+48.94

92.63146.94

99.53%17.59

0.936

0.220

0.256

ADMA: Asymmetric dimethylarginine; CK: creatine kinase; CRP: C-reactive protein; HbAlc:

glycated hemoglobin; HDL-C: high-density lipoprotein; LDL-C: low-density lipoprotein; SDMA:

Symmetric dimethylarginine. ACE inhibitor: angiotensin converting enzyme inhibitor; CAD:

coronary artery disease; HF: heart failure; STEM!: ST segment elevation myocardial infarction;
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Figure 1: Regression analysis for dimethylarginines and biological variables. A: ADMA/SDMA;

B: Age/SDMA; C: glucose/ADMA; D: glucose/SDMA; E: LVEF/SDMA
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ETUDE EXPERIMENTALE |

Nouveaux biomarqueurs du métabolisme du fer, hepcidine
et myonectine/CTRP 15, chez des patients en phase aigué
d’infarctus du myocarde

Ce travail est inclus dans un manuscrit actuellement en cours de soumission :

New biomarkers of iron status, hepcidin and myonectin/CTRP 15, in patients with
acute myocardial infarction.

Aurélie Gudjoncik, Marianne Zeller, Julie Lorin, Eve Rigal, Yves Cottin, Catherine Vergely,
Luc Rochette

l. Objectifs de I'étude

Comme nous l'avons précisé dans les premiers paragraphes de notre manuscrit de
thése, les travaux de ces derniéres années ont permis d’élucider une partie du role du fer, de
son métabolisme et de sa régulation dans les pathologies cardiovasculaires et en particulier
dans linitiation et le développement de l'insuffisance cardiaque et de I'athérosclérose. Le fer
est un métal essentiel pour la synthése de I'hnémoglobine dans les érythrocytes, les réactions
d'oxydo-réduction et la prolifération cellulaire. Le maintien de concentrations stables en fer
nécessite la régulation coordonnée de transport du fer dans le plasma, a partir de sources
alimentaires dans le duodénum, a partir de globules rouges sénescents recyclés dans les
macrophages et de stockage dans les hépatocytes. Dans ce domaine, I'hepcidine et la
ferritine sont les principales protéines régulatrices. Malgré le grand nombre d'études
publiées a ce jour, le rdle du fer dans les pathologies cardiovasculaires demeure encore
source de débat, en raison d'une forte disparité dans les résultats. Jusqu'a présent, la
relation de cause a effet et les mécanismes impliqués ne sont pas entierement élucidés
[252-256]. En effet, bien que le fer soit essentiel aux processus biologiques de par son role

dans la respiration mitochondriale, le transport de l'oxygéne ou l'activité de différentes
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enzymes, il s’agit d’'un élément paradoxal, car il est potentiellement dangereux. S’il est
présent sous formes activées et en exces, il peut catalyser la production d’espéces réactives
de 'oxygene (ERO), a l'origine de dommages cellulaires et tissulaires. Toutes ces réactions
sont médiées par différentes voies de signalisation. La découverte, il y a quelques années,
de I'hormone de régulation du fer, I'hepcidine, et trés récemment du facteur régulateur
érythroide nommé érythroferrone (et découvert auparavant comme la myonectine / CTRP

15) ont ouvert de nouvelles voies de recherche dans ce domaine [4,5].

La mise en jeu des différents acteurs du métabolisme du fer, et récemment le rdle de
I'hepcidine, ont été étudiés dans linsuffisance cardiaque. Cependant, peu d’études ont été
menées dans le cadre de la cardiopathie ischémique, notamment en phase aigué. Nous
nous sommes ainsi proposés d’étudier la relation entre les parameétres traditionnels du
métabolisme du fer chez des patients admis pour un infarctus du myocarde, les indices
clinigues et de nouveaux biomarqueurs impliqués dans la régulation du fer, I'hepcidine et
I'érythroferrone (myonectine / CTRP 15).

[l. Méthodes

Dans ce travail, 31 patients admis pour un IDM dont les premiers symptémes étaient
inférieurs a 24 heures ont été inclus entre le 4 mai 2012 et le 23 janvier 2014. Les patients
présentant des co-morbidités telles qu'un sepsis intercurrent ou une maladie rénale
chronique ont été exclus de I'étude. Notre étude est conforme a la déclaration d‘Helsinki et a
été approuvé par le comité d’éthique du CHU de Dijon. De plus, un consentement éclairé a
été signé par tous les patients.

Pour chaque patient, issu de I'observatoire RICO, des données démographiques, les
facteurs de risque cardiovasculaire, les paramétres hémodynamiques, les antécédents
d’IDM, les traitements chroniques avant I'IDM ont été recueillis, ainsi que les parametres
pendant I'hospitalisation en USIC avec les caractéristiques cliniques de I'lDM, la présence ou
non d’insuffisance cardiaque a I'admission et la fraction d’éjection du ventricule gauche

(FEVG), mesurée en échocardiographie en Simpson biplan.

Dés I'admission des patients, des prélevements de sang veineux sont effectués pour
les différentes analyses biologiques effectuées au plateau technique de biologie du CHU de
Dijon ainsi que pour la détermination des taux sériques d’hepcidine et de myonectine /CTRP
15. Le dosage de ces derniers s’effectue par technique ELISA selon le protocole décrit dans

la partie Matériel et Méthodes de ce manuscrit.
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Concernant l'analyse statistique, les données continues sont présentées sous la
forme de moyenne + erreur standard. Un test de Kolmogorov-Smirnov a été réalisé pour
tester la normalité de la distribution de la population.

Les données dichotomiques, présentées sous forme de pourcentage, ont été
comparées par le test du Chi square ou de Fisher. De plus, pour tester les associations entre
les concentrations des différents paramétres impliqués dans le métabolisme du fer et de sa
régulation et les autres variables biologiques, un test de Spearman a été appliqué quand au
moins une des variables était non gaussienne ou un test de Pearson en cas de variables
distribuées normalement.

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel SPSS software
package version 12.0.1 (SPSS Inc, USA).

[1l. Résultats obtenus

La moyenne d’age des patients est de 65 ans, la plupart sont des hommes (61%),
hypertendus (58%), dont un tiers sont fumeurs ou avec un antécédent de coronaropathie.
Pres de 40% des patients présentent un syndrome coronaire aigu de type STEMI, et Y4
souffraient d’insuffisance cardiaque. La FEVG moyenne était de 50%. La plupart avaient une
CRP élevée (> 10 mg / L) et un niveau élevé de NT-proBNP (1037 pg / mL), avec une
clairance de la créatinine moyenne de 74 mL / min.

A l'admission, I'hémoglobine était en moyenne a 14 g / dL, I'hématocrite était a 42% et
19% des patients souffraient d'anémie.

Nous avons retrouvé une tendance a une corrélation négative entre le taux de fer
sérigue et l'age (p = 0,057). Le fer, la transferrine et la CTF sont diminués de fagcon
significative chez les patients atteints d'insuffisance cardiaque (IC) (p = 0,049, p = 0,001 et p
= 0,001, respectivement). Le CST est également abaissé chez ces patients en IC, mais la
différence n’est pas significative (p = 0,110). Il y a une corrélation négative entre la FEVG et
le taux de ferritine (p = 0,022) et le pic de CPK totales. Cet indice de taille de l'infarctus
augmente de maniére significative avec le niveau de ferritine (r = 0,535, p = 0,002) ;
cependant, le niveau de ferritine était similaire chez les patients avec et sans IC (p = 0,670).
Dans cette lignée, il y a une corrélation négative entre les taux de NT-proBNP et de fer ainsi
gu’entre NT-proBNP et CST (p = 0,037 et p = 0,031, respectivement). De plus, les patients

souffrant d'insuffisance cardiaque ont plus souvent une anémie (p = 0,026) et les patients
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anémiques ont des taux plus élevés de CRP (p = 0,049). Les patients présentant une
inflammation (CRP> 10 mg / L), ont des taux plus faibles de CST, de CTF et de fer sérique.

Le taux médian d'hepcidine est de 91,8 ng / mL (50,1 a 158,5 ng / mL). Il existe une
corrélation entre I'hepcidine et 'némoglobine (p = 0,043). Chez les patients présentant une
inflammation (CRP> 10 mg / L), il y a une tendance a 'augmentation du taux d’hepcidine (p
= 0,244).

Le taux médian de myonectine / CTRP 15 est de 0,37 ng / mL, avec un large éventail de
valeurs (IQR = 0.15-4.90, min = 0,01 et max = 44,26). Seulement chez 21 patients ont pu
étre déterminées les valeurs de myonectine/CTRP 15 ; les teneurs chez les autres patients
étaient inférieures au seuil de détection. Il y a une tendance forte entre I'élévation des taux
de myonectine et I'inflammation (p = 0,05). Il y a aussi une tendance vers une relation

positive entre les taux de ferritine et de myonectine sériques (p = 0,085).

Notre étude montre ainsi que chez des patients en phase aigué d'infarctus du
myocarde, 1) les patients en insuffisance cardiaque ont un certain degré de carence
martiale, avec une diminution des taux de fer et de transferrine sériques, ainsi que de la
CTF, 2) que ces patients en insuffisance cardiaque ont souvent une anémie et 3) il y a une
tendance a une élévation des taux d’hepcidine et de myonectine/ CTRP 15 (= érythroferrone)

chez les patients présentant une inflammation.
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Abbreviations: ACE inhibitor: angiotensin converting enzyme inhibitor; ACS: acute coronary
syndrome; AMI: acute myocardial infarction; ARB: angiotensin |l receptor blocker; BMI: body
mass index; CAD: coronary artery disease; CX: creatine kinase; CXD: chronic kidney disease;
CRP: C-reactive protein; CVD: cardiovascular diseases; DBP: diastolic blood pressure; HR: heart
rate; EC: endothelial cell; ECG: electrocardiogram ; ELISA: enzyme-linked immunoabsorbent
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chromatography mass spectrometry; LDL-C: low-density lipoprotein-cholesterol; LVEF: left
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TIBC: total iron binding capacity; TSAT: transferrin saturation; VKA: vitamin K antagonist.
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Summary

Background

In coronary artery diseases (CAD), iron within macrophages and foam cells predisposes to the
formation of atherosclerotic plaques. Recent studies suggested that iron-regulating hormones
such as hepcidin may promote plaque destabilization through prevention of iron export from
the intralesional macrophages, thus potentially leading to acute myocardial infarction
{AMI).

Aims

In patients with AMI, we investigated the relationship between novel markers of iron
metabolism including hepcidin and erythroferrone (myonectin/CTRP 15} and clinical
indices.

Methods

Prospective study from 31 AMI patients hospitalized <24 hours after symptom onset. Blood
samples were taken on admission to determine serum levels of iron, ferritin, total iron binding
capacity (TIBC), transferrin saturation (TSAT), hepcidin and myonectin/CTRP 15.

Results

Mean age was 65y, most were male, hypertensive, 1/3" were current smokers, had a history
of CAD and 23% were diabetic. On admission, almost 40% had STEMI, and % suffered from HF,
with a mean LVEF at 50%. Mean haemoglobin (Hb} level was at 14 g/dL, and 19 % patients
suffered from anemia. Iron, transferrin and TIBC were markedly decreased in patients with
heart failure (HF) (p=0.049, p=0.001 and p=0.001, respectively). Moreover, patients with HF
had more frequently anemia (p=0.026). Median hepcidin level was at 91.8 (50.1-158.5) ng/mL .
There was a correlation between hepaidin and  hemoglobin  (p=0.043). Median
myonectin/CTRP 15 level was at 0.37 ng/mL, with a large range of values {IQR=0.15-4.90, min=

0.01 and max= 44.26). Myonectin levels showed a trend toward an increase in patients with
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inflammation (p=0.05). There was a trend toward a positive relation between ferritin and
myonectin (p=0.085).

Conclusion

In AM| patients, heart failure is associated with decreased iron and transferrin blood levels and
TIBC, reflecting a certain degree of iron deficiency and more frequent anemia. New biomarkers
of iron regulation, hepcidin and erythroferrone (myonectin/CTRP15) showed a trend toward
an increase in patients with inflammation, although there is a positive correlation between

hepcidin and hemoglobin, indicating complex mechanisms.
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Résumé

Contexte

Dans les coronaropathies, le fer contenu a l'intérieur des macrophages et des cellules
spumeuses initie la formation de plaques d'athéroscliérose. Des études récentes suggérent que
les hormones régulatrices du métabolisme du fer, telles que I'hepcidine, peuvent favoriser la
déstabilisation de plague en empéchant l'export de fer des macrophages conduisant ainsi
potentiellement a un infarctus du myocarde.

Objectif

Nous nous sommes proposés d'étudier la relation entre les nouveaux biomarqueurs impliqués
dans la régulation du métabolisme du fer, I'hepcidine et I'érythroferrone (myonecting/CTRP
15) et les indices cliniques chez des patients admis pour un infarctus du myocarde.

Méthodes

Cette étude prospective a eté réalisée sur 31 patients hospitalisés pour un infarctus du
myocarde dans un délai de 24 heures suivant le début des symptomes. Des prélévements
sanguins ont été réalisés lors de 'admission pour déterminer la capacité totale de fixation du
fer (CTF), le coefficient de saturation de la transferrine (CST), ainsi que les taux plasmatiques
de fer, de ferritine, d'hepcidine et de myonectine/CTRP 15.

Résultats

La moyenne d'age est de 65 ans, essentiellement des hommes, hypertendus, 1/3 étant
fumeurs, avec un passé de coronarien et 23% étaient diabétiques. A I'admission, prés de 40%
présentaient un STEMI, et % de l'insuffisance cardiaque, avec une FEVG moyenne a 50%. En
moyenne, le taux d'hémoglobine (Hb) était & 14 g/dL, et 19% des patients souffraient
d'anémie. Le fer sérique, la transfernne et la CTF étaient diminués de facon importante chez
les patients présentant de linsuffisance cardiaque (HF) {p = 0,049, p = 0,001 et p = 0,001,

respectivement). En outre, ces mémes patients présentaient plus souvent une anémie (p =
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0,026). Le taux d'hepcidine sérique médian était a 91,8 (50,1 a 158,5) ng/mL. Il y avait une
corrélation entre I'hepcidine et I'hémoglobine (p = 0,043). le taux médian de
myonectine/CTRP 15 était de 0,37 ng/mL, avec un large éventail de valeurs (IQR = 0.15-4.90,
min = 0,01 et max = 44,26). Les taux de myonectine avaient une tendance 3 'augmentation
chez les patients présentant une inflammation (p = 0,05). Il y avait également une tendance
vers une relation positive entre la ferritine et myonectine (p = 0,085).

Conclusions

Notre étude montre que chez des patients en phase aigué d'infarctus du myocarde, la
présence d'insuffisance cardiaque a I'admission est associée a des concentrations faibles de fer
sérique, de transferrine et a4 un CTF abaissé, reflétant un certain degré de carence en fer et
d'anémie plus fréquente. Le dosage de nouveaux biomarqueurs de la régulation du
métabolisme du fer, I'hepcidine et I'érythroferrone (myonecting/CTRP15), a montré une
tendance a l‘augmentation de ces taux sériques chez ces patients présentant une
inflammation, bien gqu’il y ait une corrélation positive entre I'hepcidine et I'hémoglobine,

indiguant des mécanismes complexes.
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Introduction

Disruptions in iron homeostasis are linked to a broad spectrum of chronic conditions including
coronary artery disease (CAD), metabolic, and neurodegenerative diseases. Epidemiological
studies have been a powerful tool to probe the association between iron and CAD [1,2]. Iron
hypothesis has been a controversial subject for over 30 years as many studies support its role
as a risk factor for CAD, while other studies found no evidence to support it. The conflicting
results are accounted for by the non-homogeneity of trial design in terms of population
inclusion criteria and different endpoints, non-uniform use of parameters for assessing iron
role, and incomplete understanding of the mechanisms of action. Despite the large number of
studies published to date, the role of iron in CAD still generates a fair amount of debate, due to
a marked disparity in results. So far, the causal relation and underlying mechanisms are not
fully elucidated [3-7].

Iron is an essential metal for hemoglobin synthesis in erythrocytes, oxidation-reduction
reactions and cellular proliferation [8]. The maintenance of stable iron concentrations requires
the coordinated regulation of iron transport into plasma from dietary sources in the
duodenum, from recycled senescent red cells in macrophages and from storage in
hepatocytes. The absorption of dietary iron, under heme or non-heme form, is carried out by
mature villus enterocytes of the duodenum and proximal jejunum. Multiple physiological
pathways are involved in regulation of iron homeostasis, including iron storage at the
intracellular and extracellular level. Control of iron balance in the whole organism requires
communication between sites of uptake, utilization, and storage. Key protein transporters and
molecules that regulate their activities have been identified. In this field, ferritins and hepcidin
are the major regulator proteins. A variety of transcription factors may be activated depending
on the level of oxidative stress, leading to the expression of different genes [9].

The potentially damaging effect of iron on the heart, pancreas, liver and other organs was
made evident in part through the study of hemochromatosis, a disorder in which excess iron is
absorbed and deposited in tissues. The most common measurement used in the assessment of
body iron has been serum ferritin. In the 1970s, serum ferritin has been shown to correlate
with body iron stores and is still used clinically for this purpose [10]. However, serum ferritin
can also be elevated by acute and chronic inflammation. Recent study in a large cohort of
12,033 young Korean men have shown that ferritin levels were independently associated with
coronary artery calcium content, an early marker of CAD [11]. Multiple mechanisms likely

underlie the association of iron with CAD. Iron within macrophages and foam cells predisposes
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to the formation of atherosclerotic plaques. Hormones such as hepcidin may promote plague
destabilization by preventing iron export from the intralesional macrophages, ultimately
leading to ischemic events. The nature of iron is dual, being of crucial importance for the
human body, but also toxic as "free iron" induces oxidative stress. A plausible biological
mechanism underlying this interaction may be the ability of iron to produce reactive oxygen
species. Iron catalyzes the Fenton reaction which produces potent oxidants that increase the
risk of atherosclerosis by promoting the peroxidation of lipids [12=14]. Local release of iron
from ferritin by superoxide radical generated by ischemia/reperfusion injury to blood vessels
may further exacerbate this damage.

Iron homeostasis is a finely tuned process, involving multiple interplay between intracellular,
transmembrane and blood factors and whose abnormalities may lead to either iron deficiency
or overload [15]. Because erythropoiesis depends on iron availability, erythroid activity and
iron absorption need to be coordinated, This coordination occurs through the downregulation
of hepcidin expression in hepatocytes, resulting in increased iron absorption [16]. Hepcidin
was initially discovered as an antimicrobial peptide, Synthesized in the liver to regulate iron
homeostasis, hepcidin suppresses iron uptake in the duodenum and blocks iron release from
the macrophages by binding to ferroportin, a cellular iron exporter, thus inducing its
internalization. Synthesis of hepcidin is activated by iron loading and decreased by anemia,
hypoxia and erythropoiesis [6]. Hepcidin, as the major regulatory protein of iron metabolism,
may play a causative role in heart failure (HF) [17,18]. The hepatic upregulation of hepcidin has
been shown to be centrally involved in the pathogenesis of iron deficiency and anemia
associated with chronic inflammatory diseases, including chronic kidney disease (CKD),
infections, cancer and autoimmune diseases [19].

Given the central role of hepcidin in systemic iron homeostasis, putative erythroid regulators
could facilitate iron delivery to the bone marrow by decreasing blood hepcidin levels. Recently
was described the identification of a new erythroid regulator: erythroferrone (ERFE) essential
for the early suppression of hepcidin levels after erythropoietic stimulation. Last year,
erythroferrone, a 340-amino acid soluble protein, was identified as the long sought erythroid
regulator of iron [20]. It is noteworthy that ERFE had earlier been described as “myonectin” or
“C1q tumor necrosis factor a-related protein isoform 15" (CTRP15) [21).

The lack of a uniform and standardized means of assessing body iron status has limited the
precision of epidemiological associations. Moreover, data on the role of iron in CAD, either in

case of deficiency, or in case of overload, are scarce, and the plausible explanations for how

163



iron contributes to the pathogenesis of these chronic diseases are only beginning to be
investigated. If recent studies focused on iron status in HF, to our knowledge, no data are
available in AML.

Also, in patients admitted for an AMI, we aim to: 1) investigate traditional parameters
of iron status 2} assess new biomarkers implicated in the iron regulation, hepcidin and

myonectin/CTRP 15 and 3) relate them with clinical indices.

Methods

Patients

The participants in this study were recruited from the Observatoire des Infarctus de Cote d'Or
(RICO) survey, a French regional survey of AMI. Details on the survey have already been
published [22]. In the present study, patients admitted to an intensive care unit between
4" May 2012 and 23 January 2014 for AMI < 24 h after symptom onset were included. The
diagnosis of acute M| included symptoms of ischaemia and at least one of the following: ECG
changes in at least two contiguous leads consistent with AMI and serial increases in serum
biochemical markers of cardiac necrosis (eg, positive troponin > upper limit of the hospital’s
reference range according to European Society of Cardiology and American College of
Cardiology criteria [23].

We collected data on patients’ age, sex, and cardiovascular risk factors (history of
hypertension or treated hypertension, known  history of diabetes, treated
hypercholesterolaemia, body mass index ikg/m2), current smoking (reported active smoking of
cigarettes within three months before this admission)). Patients were diagnosed as having ST
segment elevation myocardial infarction (STEMI) when they had new or presumed new ST
segment elevation greater than 1 mm in any derivation or new left bundle branch block on the

index or subsequent ECG.
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Hemodynamic parameters on admission (heart rate, systolic and diastolic blood pressures),
and Killip class > 1 were also gathered. Left ventricular ejection fraction (LVEF) was measured
by echocardiography at 2 +/- 1 day after admission using the Simpson method.

All patients gave informed consent for their participation and, the ethics committee at our

institution approved the protocol.

Biological Data:

Blood samples were drawn on admission (Median time from symptom onset to blood
sampling: 16 (8-30) hours). C-reactive protein (CRP), total cholesterol {TC), high-density
lipoprotein cholesterol (HDL-C) and triglyceride (TG) concentrations were measured on a
Dimension analyzer Xpand (Dade Behring, Newark, NE). The level of low-density lipoprotein
cholesterol {LDL-C) was calculated using the Friedewald formula [24]. We determined plasma
NT-proBNP concentrations by electrochemiluminescence immunoassay (Elecsys 2010, Roche
Diagnostics). Plasma glucose concentrations {enzymatic method (glucose oxidase)) and
creatinine levels were measured on a Vitros 950 analyzer (Ortho Clinical Diagnostics,
Rochester, NY) and creatinine clearance was calculated with the Cockcroft formula. Glycated
hemoglobin Alc (HbAlc) was measured with ion exchange HPLC (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA). We assessed peak plasma troponin Ic by sampling every eight hours during the
first two days after admission {Dimension Vista Intelligent Lab System, Siemens).

Serum iron, ferritin, total iron binding capacity (TIBC) and complete blood count were
evaluated. Transferrin saturation (TSAT) (%) was calculated as serum iron concentration/serum
TIBC concentration x100.

Anemia was defined as hemoglobin < 12 g/dLin women and < 13 g/dLin men [25].

Blood samples for the assessment of new biomarkers levels were collected in EDTA containing

tubes and stored at -80°C until analysis. Serum hepcidin-25 {ng/mL) was measured using a

10
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commercially available enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) (Peninsula
Laboratories, Bachem). This ELISA method was validated with liquid chromatography mass
spectrometry (LCMS), a gold standard for hepcidin assessment, confirming a strong
correlation between the measurements performed using the LCMS and the Bachem assay in
patients with chronic kidney disease (CKD) and healthy subjects [26].

Myonectin or Clg tumor necrosis factor a-related protein isoform 15 (CTRP 15) {ng/mL) was
measured using a commercially available enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA)

(Aviscera Bioscience) [21].

Statistical Analysis

Dichotomous variables are expressed as n (%) and continuous variables as mean * SD or
median [Interquartile Range] [IQR], as appropriate. A Kolmogorav-Smimov test was performed
to asset the normality of continuous variables. Mann-Whitney test or Student’s t test was used
to compare continuous data, and Chi 2 test or Fisher’s test was used for dichotomous data.
Pearson {normally distributed variables) or Spearman (at least one non Gaussian variable)
correlation analyses were performed. The threshold for significance was set at 5%. SPSS

version 12.0.1 (IBM Inc, USA) was used for all of the statistical tests.

Results

Baseline characteristics

Relationship between patients characteristics, risk factors, clinical parameters, biological data,
chronic treatments and iron parameters are shown in table 1 (n=31).

Mean age was 65y, most patients were male (61%) and hypertensive (58%). Almost 1/3 were

current smokers, had a history of CAD and were under chronic treatment with diuretic or

11
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statin, On admission, almost 40% had STEMI, and % suffered from HF, with a mean LVEF at
50%. Most had elevated CRP {>10 mg/L) and a high level of Nt-proBNP (1037 pg/mL), with a

mean creatinine clearance at 74 mL/min.

Iron status

Mean haemoglobin (Hb) level was at 14 g/dlL, hematocrit was at 42% and 19 % patients
suffered from anemia. As expected, there was a strong relation between iron and transferrin,
TBIC TSAT, and between transferrin and TBIC. Also, Hb was correlated with iron, transferrin
and T8BIC.

Iron level showed a trend toward a negative correlation with age (p=0.057). Iron, transferrin
and TIBC were significantly decreased in patients with HF (p=0.049, p=0.001 and p=0.001,
respectively) (Table 1 and figure 1). TSAT was also reduced in HF, but the difference was not
significant {p=0.110). There was a negative correlation between LVEF and ferritin levels
(p=0.022). Interestingly, CK peak, as an index of infarct size, significantly increases with ferritin
level (r=0.535, p=0.002); however, the level of ferritin was similar in patients with or without
HF {p=0.670). Also consistent with the relation of iron parameters with HF, there was a
negative correlation between Nt-proBNP and iron or TSAT levels (p=0.037 or p=0.031,
respectively) (figure 2). Moreover, patients with HF had more frequently anemia (p=0.026)
(figure 3). Anemic patients had higher CRP levels (p=0.049) (figure 4). In patients with
inflammation (CRP>10 mg/L), there was a lower level of TSAT, TBIC, and iron (figure 5).

Median hepcidin level was at 91.8 (50.1-158.5) ng/mL. As expected given its regulation
mechanism, there is a correlation between hepcidin and hemoglobin (p = 0.043). In patients
with inflammation (CRP>10 mg/L), there was a trend toward an increase in hepcidin levels (p=

0.244) (figure 6).
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Median myonectin/CTRP 15 level was at 0.37 ng/mL, with a wide range of values (IQR=0.15-
4.90, min= 0.01 and max= 44.26), Of note, only 21 patients had myonectin/CTRP 15 values
available, the remaining data {n=10) were under the detection threshold. Myonectin levels
showed a trend toward an increase in patients with inflammation (p=0.05) (figure 7). There
was a trend toward a positive relation between ferritin and myonectin (p=0.085); however, the

other iron parameters were not significantly related with the marker.

Discussion

Survival rates after AMI have significantly increased over the last decades due to improved
medical treatment and reperfusion strategies. However, patients surviving M| often have a
deteriorated cardiac function and are therefore at risk for the development of HF .It is now
demonstrated that M| was associated with an inflammatory response that lead to left
ventricular adverse remodeling. The prognosis of HF patients is poor and related to a
decreased quality of life and considerable health care costs. Hence, targeting the early
inflammatory response after M| provides an interesting target to attenuate left ventricular
remodeling and prevent HF. Iron hypothesis has been a controversial subject for over 30 years
as many studies support its role as a risk factor for cardiac dysfunction during and post-
reperfusion strategies. Also, we set up our study with the main aim to investigate conventional
and novel biomarkers implicated in the iron regulation in patients with an AMI,

In our study, we have shown that in the setting of AMI, 1) patients presenting with HF had a
certain degree of iron deficiency, with decreased iron and transferrin blood levels and TIBC, 2)
patients with HF had more frequently anemia, and 3) hepcidin and myonectin/CTRP15 showed

a trend toward an increase in patients with inflammation.
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In AMI, anemia is associated with long-term mortality [27,28]. Our results on the correlation
between and iron parameters, such as iron, TIBC and transferrin, and HF are consistent with
such studies. Indeed, 19% of our patients suffered from anemia and we found a positive
correlation between this hematological parameter and HF, a functional parameter. In patients
with chronic HF, anemia is a frequent comorbidity. In a meta-analysis, the prevalence of
anemia in patients with HF was found as high as 37.2 % [29]. Anemia’s pathogenetic
mechanisms have not been clearly demonstrated; however, in chronic HF, complex
interactions between neurohormonal and inflammatory response activation, impaired heart
and kidney function, and bone marrow response and activation are believed to lead to anemia.
In our study, anemia is associated with an increased inflammation markers. Characteristics of
inflammation-related anemia include reduced serum iron and transferrin concentrations,
reduced transferrin saturation, increased concentrations of ferritin, normal concentrations of
soluble transferrin receptor. In our study, we observe a correlation between hemoglobin and
some of these parameters, such as iron (p=0.016), transferrin (p=0.004), TIBC (p=0.004) and
hepdidin (p=0.043) but the correlation wasnt significant with TSAT and ferritin, maybe
because of the small number of patients. In AMI| patients, it has been reported a significant
decrease in hemoglobin concentration with a parallel increase in the inflammatory proteins
[30]. In anemic AMI patients, it was observed a pattern suggestive of inflammation-related
anemia including higher ferritin, lower transferrin, lower TSAT and lower serum iron
concentrations. The authors conclude that in patients with AMI, anemia at presentation to the
catheterization laboratory is associated to both the elapsed time from symptom onset and to
the intensity of the inflammatory response [30]. In our study, blood sample were taken before
angiography, so as to exclude the effect of blood loss induced by the procedure.

The most important regulators of iron absorption and utilization are currently known as

hepcidin and erythroferrone (ERFE). We have explored these two hormones: new indices of
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iron metabolism and regulation, in order to study their variation in the setting of AM| and their
relation with other traditional parameters of iron status.

The central role of hepcidin in iron metabolism has been supported by dysregulation of
hepcidin expression in humans and mice that results in iron overload or iron deficiency.
Inflammation caused by infection, autoimmune disease, or cancers stimulates the synthesis of
proinflammatory cytokines, such as interferon- gamma, interleukin-1, and interleukin-6 (IL-6),
leading to a stimulation of hepcidin expression by the liver as well as white blood cells [31,32].
Histological analysis have shown that hepcidin was also found in the myocardium [33].

As hepcidin is commonly and predominantly acknowledged as the key regulator of iron
metabolism [34], an analysis of the pattern of its changes may help to understand the
underlying mechanisms leading to iron deficiency characterizing HF. Hepcidin, upon binding to
the only known cellular iron export protein, ferroportin, results in a ferroportin degradation
and blockage of cellular iron export [35,36]. Duodenal iron absorption is thus decreased and
retention of iron in the reticuloendothelial system occurs, reducing both circulating iron
concentrations and iron availability to target tissues. The hepatic production of hepcidin is
controlled in feedback loops through three groups of molecules originating, respectively, from
iron-sensing systems (increased circulating iron concentrations induce hepcidin expression and
release into the circulation, whereas systemic iron deficiency causes the opposite effects),
inefficient erythropoiesis {anemia and/or hypoxia can inhibit hepatic production of hepcidinj},
and inflammatory processes.

In our study, we reported a significant correlation between hepcidin and hemoglobin levels.
Moreover, in patients with inflammation, there was a trend toward an increase in circulating
hepcidin. It is important to remember that in our study, almost 40% had STEMI, and 25%
suffered from HF. Changes in hepcidin levels in acute or chronic HF are controversial, probably

due to the wide range of different parameters involved in its regulation. Jankowska et al.
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showed that increased level of circulating hepcidin characterizes an early stage of HF, but, in
their study, not accompanied by anemia or inflammation [37]. Moreover, they found that low
hepcidin independently related to unfavorable outcome because the progression of HF was
associated with the decline in circulating hepcidin and the development of iron deficiency.
Matsumoto et al. found that anemic patients with HF had reduced serum hepcidin (8],
whereas Divakaran et al. didn’t show any difference in serum or urine hepcidin in HF patients,
with and without anemia [5].

Due to its role in iron regulation, hepcidin has advantageous biological properties. On the one
hand, the limitation of intestine iron absorption and iron sequestration decreases the labile
iron pool which reduces side effects of iron excess such as generation of free radicals; on the
other hand, the inhibition of innate immune response may prevent the development of
inflammatory reactions. These mechanisms, oxidative stress and inflammation, are crucial in
the progression of CAD. As a consequence, the upregulation of hepcidin might be considered
as an adaptative response.

Last year, ERFE, a 340-amino acid soluble protein, was identified as the long sought erythroid
regulator of iron [20). ERFE had earlier been described as “myonectin” or “Clg tumor necrosis
factor a-related protein isoform 15” (CTRP15) [21]. It appears to play two different regulatory
roles, i.e. a myokine and an erythroid regulator of iron, which is the stronger function. The
higher amounts of ERFE produced by an expanding, reactive erythropoiesis would inhibit the
hepatic production of hepcidin leading to increased iron absorption and increased iron release
from deposits, therefore increasing the efficiency of hemoglobin production [38].

ERFE is also likely to contribute to the pathogenesis of hereditary hemochromatosis, one of the
most frequent monogenic diseases. Types |, || and |Il of hereditary hemochromatosis, related

to mutations in genes coding for HFE, hemojuvelin, hepcidin or transferrin receptor-2, are
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considered “hepcidin diseases”, in which low levels of hepcidin allow increased iron
absorption.

In the present study we have shown that median myonectin level was at 0.37 ng/mL, with a
wide range of values, and tended to increase in patients with inflammation (p=0.05).

In patients with AMI, the inflammatory response is an integral component of the reaction to
tissue injury and persists for several weeks [9]. It has been shown that inflammation and acute
phase response interact with the hematopoietic system at several levels resulting in reduced
erythropoiesis, accelerated destruction of erythrocytes and erythropoietin resistance. Recent
studies suggest that ERFE contributes to recovery from anemia of inflammation [39]. ERFE isa
strong candidate for a pathological hepcidin suppressor in inherited anemias with ineffective
erythropoiesis, in which hepcidin levels are inversely correlated with EPO concentrations and
erythropoietic activity [40,41].

Recent works provide evidence for a role of transferrin receptor 2 in the regulation of
erythropoiesis [42-44). Indeed, Wallace et al. reported that mice lacking matriptase-2 and
transferrin receptor 2 were characterized by severe anemia [45], characterized by increased
ERFE expression when compared to their wild type during stress erythropoiesis. Also,
transferrin receptor 2 plays a regulatory role in erythropoiesis, down-regulating ERFE and
thereby erythropoiesis. It may be involved in the iron sensing that results in the regulation of
red blood cell formation. The measure of this novel biomarker might be useful to better

understand the pathway of iron metabolism in AMI.

Conclusion
In AMI patients, heart failure is associated with decreased iron and transferrin blood levels and

TIBC, reflecting a certain degree of iron deficiency and more frequent anemia. New biomarkers
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of iron regulation, hepcidin and erythroferrone (myonectin/CTRP15) showed a trend toward
an increase in patients with inflammation, although there is a positive correlation between

hepcidin and hemoglobin, indicating complex underlying mechanisms.
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Limitations of the study

Our study is limited by its design. This work suffers from the usual limitations of observational,
and therefore determines correlations rather than causal relationship. The number of patients
included was relatively small (n = 31). The small number of subjects also limits interpretation

of correlation between functional parameters and biological values.
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Figure 3: Percent of anemia (defined as hemoglobin <13g/dL for men and <12g/dL for

women) in function of heart failure
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Figure 4: inflammation markers in anemic patients (defined as hemoglobin <13g/dL for men

and <12g/dL for women)
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Figure 6: Hepcidin according to inflammation
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Figure 7: Myonectin according to inflammation
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Discussion genérale
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Le réle de I'ADMA en tant qu’inhibiteur compétitif endogéne des eNOS est
maintenant bien établi, alors qu'a I'inverse, la SDMA n’est pas un inhibiteur compétitif des
eNOS [155,257]. L’élévation des concentrations plasmatiques d’ADMA est associée a la
dysfonction endothéliale chez les patients présentant des facteurs de risque cardiovasculaire
ou une coronaropathie, alors que cette association est faible chez les sujets sains [258]. La
dysfonction endothéliale est principalement caractérisée par une altération de la
vasodilatation induite par le *“NO et est associée aux facteurs de risque cardiovasculaire
traditionnels tels que la dyslipidémie, I'hypertension et le syndrome meétabolique. Plus
particulierement, au niveau de l'endothélium des patients coronariens, I'élévation du taux
sérique d’ADMA est associée a des troubles de la fonction vasculaire, comme en témoignent
laugmentation de la production vasculaire d’anion superoxyde et la réduction de la
biodisponibilité du *NO, liée certainement au découplage accéléré des eNOS [170]. Chez les
patients présentant un IDM, le taux d’ADMA circulante est associé de fagon indépendante a
la survenue d’événements cliniques, probablement du fait de son impact néfaste sur
'homéostasie vasculaire. Précédemment, il avait été démontré dans notre Laboratoire, dans
une large étude, qu’il existait une forte relation inverse entre HDL-c et ADMA chez des
patients présentant un IDM, suggérant une interaction fonctionnelle entre HDL-c et
endothélium, au-dela des conditions métaboliques associées a de faibles taux de HDL-c
[247].

Nos travaux précisent qu'il existe une relation positive entre la SDMA et TADMA, mais
pas avec la L-arginine. Ces résultats sont en accord avec les conclusions de précédentes
études réalisées au sein de notre Laboratoire [169] et par un autre groupe [259]. Des
concentrations élevées de SDMA plasmatiques peuvent également influencer indirectement
I'activité de NOS en inhibant le transport membranaire de la L-arginine. Ainsi, au cours de
I'IDM, les voies biochimiques qui régulent les fonctions biologiques des diméthylarginines

peuvent apparaitre interdépendantes.

Notre étude, comme d'autres [260], a montré gque les valeurs de SDMA sont corrélées
de facon négative a la clairance de la créatinine. Il existe une association positive entre les
taux circulants d'’ADMA et de SDMA et la mortalité, aussi bien cardiovasculaire que toutes
causes confondues, chez les patients atteints d'insuffisance rénale au stade terminal. Il
semble admis que les pathologies rénales chroniques sont associées a une diminution de la
biodisponibilité du *NO, « médiateur » indispensable au maintien de fonctions vasculaires et
rénales normales. Plusieurs études chez 'homme ont suggéré que la SDMA était bien
corrélée avec les parametres de la fonction rénale [172]. Récemment, I'association positive
entre SDMA et augmentation du risque est controversée [261] en raison du fait qu’'un taux

élevé d’ADMA pourrait influencer la production de *NO en inhibant le transport de l'arginine.
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Une des principales conclusions de notre étude est la corrélation positive de
I’ADMA avec la glycémie a I'admission. Plusieurs études ont démontré qu’'un taux élevé
d'ADMA contribuait a la dysfonction endothéliale, une des caractéristiques du diabéte
[262,263]. Le diabéte affecte les cellules endothéliales et atténue la réparation endothéliale
ainsi que l'angiogenese, qui sont étroitement associées a l'augmentation de la prévalence
des pathologies cardiovasculaires. Les mécanismes exacts qui sous-tendent ces maladies
restent en partie inconnus ; cependant, il existe de plus en plus d’arguments pour étayer le
fait que I'exces de production d’'ERO, en grande partie due a I'hyperglycémie, majore le
niveau du stress oxydant au sein de nombreux tissus [264]. L'un des mécanismes impliqués
dans la corrélation positive entre ADMA et glycémie est l'incidence du niveau de la glycémie
sur l'activité des enzymes impliquées dans le métabolisme de I'ADMA, telle que la
diméthylarginine diméthylaminohydrolase (DDAH). La voie DDAH2/ADMA apparait jouer un

réle important dans la sénescence des cellules endothéliales au cours du diabéte [265].

Nous avons également observé au cours de nos travaux une corrélation positive
entre ADMA et CRP a la phase aigué de I'IDM. Plusieurs études ont montré la valeur
pronostique de marqueurs de l'inflammation dans I'IDM, tels que la CRP et les indices
circulants du stress oxydant [143]. Il a été rapporté que la mesure du taux de CRP pourrait
permettre de mieux caractériser les patients a risque intermédiaire d'événements
cardiovasculaires. La CRP inhibe directement la production de °*NO par les cellules
endothéliales en déstabilisant les eNOS [144,266]. Les mécanismes sous-tendant la
corrélation positive entre ADMA et CRP demeurent incomplétement élucidés. Une hypothése
émergente, basée sur les résultats expérimentaux, suggére un effet du processus de
l'inflammation sur les activités des enzymes associées au métabolisme de I'ADMA. En outre,
la SDMA, qui n’est pas un inhibiteur compétitif des *NO synthases, ne semble pas étre
associée aux niveaux de CRP. L’ADMA est impliquée dans la réponse inflammatoire a
travers l'activation de l'adhésion leucocytaire et la production de la cytokine inflammatoire
TNF-a, comme cela a été montré dans des cultures de cellules endothéliales ou de
monocytes [267]. L'accumulation ’ADMA est le résultat de I'augmentation de sa production
et/ou d’une diminution de sa dégradation. Il y a de plus en plus de preuves indiquant que 1)
I'expression de DDAH2, I'enzyme clé de la dégradation de I'ADMA, est réduite de facgon
marquée dans les tissus inflammatoires 2) ’ADMA est non seulement un facteur de risque

de la dysfonction endothéliale, mais aussi un nouveau médiateur pro-inflammatoire [268].

Concernant I'étude des parameétres du fer en phase aigué d’infarctus du

myocarde, nous montrons une élévation du taux d’hepcidine sérique en phase aigué d’IDM.
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Ces résultats sont en accord avec ceux de précédentes études [216,232]. Ce taux élevé
d’hepcidine sérique peut avoir plusieurs origines; d'une part, il peut étre di a une
upregulation avec augmentation de son expression par le processus inflammatoire lié a
'IDM; d'autre part, il y aurait, selon un concept tout récent, une augmentation de
I'expression extra-hépatique d’hepcidine, qui serait exprimée par les cellules myocardiques
hypoxiques [77,216,269]. Nous avons également précédemment montré, sur coupes
immunocolorées, I'expression d’hepcidine au niveau du myocarde [37]. Merle et coll. ont
montré une augmentation de I'expression de I'hepcidine dans les cceurs de rats exposeés a
des situations d’hypoxie [232]. Simonis et al ont montré une upregulation de I'hepcidine dans
le myocarde ischémique de rats avec une augmentation de I'expression d’hepcidine par le
myocarde infarci et aussi une élévation du taux sérique d’hepcidine chez ces rats. Les
auteurs suggérent que cette upregulation de I'hepcidine, lors d’une ischémie myocardique,

permettrait de réduire la toxicité tissulaire du fer et ainsi la zone de myocarde infarci [216].

L’hepcidine, en plus de son role de chef d’orchestre-régulateur du métabolisme
systémique du fer (blocage de la sortie cellulaire du fer par sa liaison a la ferroportine,
diminution de I'absorption duodénale du fer et rétention dans le réticulum endothélial,
diminuant le fer circulant et la biodisponibilité du fer pour les tissus cibles ; tout ceci diminue
les effets défavorables de I'excés de fer comprenant notamment la production des ERO)
[270-272], a un rble physiologique plus large, comprenant le contrdle efficace de
I'érythropoiese et la réponse immune innée antimicrobienne [184,273]. La production
hépatique d’hepcidine est rétrocontrélée par 3 groupes de molécules intervenant dans 1) les
systemes de détection du fer ou iron sensing systems ('augmentation de la concentration de
fer circulant entraine I'expression d’hepcidine relarguée dans Ila circulation), 2)
I'érythropoiese inefficace (I'anémie et/ou I'hypoxie inhibent la production hépatique
d’hepcidine) et 3) les processus inflammatoires. Les stimuli inflammatoires tels que I'lL-6 ou
les LPS augmentent I'expression hépatique d’hepcidine et c’est ce mécanisme qui semble
étre responsable du développement de la carence martiale et de 'anémie dans les maladies
inflammatoires chroniques [270,271,274,275].

En conclusion, I'hepcidine apparait comme un régulateur clé du métabolisme du fer
et I'étude de ses variations et régulations aiderait 8 mieux comprendre les mécanismes a
l'origine des désordres ferriques dans différentes cardiopathies, qu’il s’agisse de formes
chroniques ou aigués, avec dans chaque cas, des régulations et voies de signalisation

différentes, rendant les analyses et interprétations complexes.

Dans son étude sur une population de patients atteints d’'insuffisance cardiaque, non

anémiés initialement, Jankowska et coll. conclut, suite a un suivi allant jusqu’a 3 ans pour
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certains patients, que d’'une part, des taux élevés d’hepcidine sérique sont corrélés a un
stade précoce dinsuffisance cardiaque, d’autre part, que la progression de linsuffisance
cardiaque systolique est associée a une diminution du taux d’hepcidine sérique et au
développement d’'une carence martiale avec érythropoiése inefficace réduite en fer et enfin,
gu’un taux bas d’hepcidine sérique serait un puissant facteur pronostique indépendant de
mortalité a 3 ans dans linsuffisance cardiaque [188]. Cependant, certains résultats sont
contradictoires avec ceux de la littérature et méritent d’étre discutés. En effet, a la phase
précoce de linsuffisance cardiaque systolique, les taux d’hepcidine sériques sont élevés
dans leur étude, en association a de faibles taux de marqueurs proinflammatoires tels que
I'IL-6 ou la CRP. L’explication qui peut étre envisagée est qu’a ce stade précoce, les stimuli a
la fois inflammatoires et ceux associés a I'érythropoiese inefficace sont d’'une importance
mineure dans la régulation de I'expression de I'hepcidine hépatique et les taux élevés
d’hepcidine circulantes seraient interprétés comme une réponse a l'excés de fer, qui, en

'absence d’activation proinflammatoire, est attesté par une élévation de la ferritinémie.

Une relation inverse entre marqueurs proinflammatoires et taux d’hepcidine circulante
peuvent résulter des propriétés anti-inflammatoires de I’hepcidine. En effet, au niveau
expérimental, un prétraitement par hepcidine IV ou linduction d’hepcidine hépatique
empéche la réponse inflammatoire suite a I'exposition aux LPS [276,277]. L’inflammation et
le stress oxydant sont deux mécanismes cruciaux impliqués dans la progression des
atteintes cardiovasculaires et par conséquent, leur prévention due a l'upregulation de
'hepcidine peut étre considérée comme une réponse adaptative. A plus long terme
cependant, l'upregulation de I'hepcidine bloque I'absorption et la libération de fer, entrainant
le développement d’une carence martiale, qui a son tour, provoque des dommages au
niveau du myocarde, des muscles périphériques et du systéeme hématopoiétique, participant

a la progression de la maladie.

Comme la régulation de I'expression extra-hépatique de I'hepcidine est trés complexe
et non entierement élucidée, d’autres facteurs pourraient intervenir dans ces voies. C’est le
cas par exemple du facteur régulateur érythroide érythroferrone qui vient d’étre découvert il y

a quelques mois et que nous avons étudié dans nos travaux.

Devant la complexité de l'intégration et de la compréhension des différents acteurs et
voies de signalisation intervenant dans la régulation du métabolisme du fer, aussi bien
systémique que tissulaires et aussi bien dans le cadre de pathologies cardiovasculaires
aigués, telles que I'IDM, ou chroniques, telles que linsuffisance cardiaque, avec des

mécanismes interférant, des travaux complémentaires expérimentaux et cliniques
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apparaissent nécessaires. L’'objectif est alors de pouvoir proposer des algorithmes
décisionnels guidant des approches thérapeutiques spécifiques dans chaque situation, selon
les caractéristiques cliniques et les comorbidités des patients. Un traitement émergent dans
ce contexte est celui de la supplémentation en fer IV, avec des bénéfices maintenant bien
démontrés dans linsuffisance cardiaque [187] et qui restent & démontrer dans l'infarctus du

myocarde [278].
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Limites et perspectives

Une des premiéres limites de nos travaux de Thése est subordonnée au nombre de
patients relativement faible qui ont pu étre inclus au final (n=31). |l ne s’agit que d’études
observationnelles, nous ne pouvons que constater des corrélations plutdét que des relations
causales concernant les altérations métaboliques observées. Le faible effectif final, qui ne
correspond qu’'a 19 % des patients inclus au départ, limite également l'interprétation de la
corrélation entre les paramétres fonctionnels et les valeurs biologiques. Des études

complémentaires sont en effet nécessaires pour étayer certaines hypothéses.

Une seconde limite, en lien avec la premiéere, est celle de n’avoir réalisé qu'un seul
prélevement sanguin, lors de I'admission des patients, pour déterminer les concentrations
sériques de tous les acteurs du métabolisme du fer et des diméthylarginines. D’une part,
nous nous sommes heurtés aux conditions d’'urgence et d’hémolyse de plusieurs tubes
rendant ininterprétables des données telles que le fer sérique et ainsi le CST. D’autre part,
'analyse des parameétres du métabolisme du fer a donc été réalisé en phase aigué d’'IDM,
quelle que soit I'heure de la journée ou de la nuit, car nous voulions interpréter les valeurs de
chaque parameétre au plus pres du phénomene ischémique, mais il existe une fluctuation de
la sidérémie au cours du nycthémére, maximale a midi et minimale a minuit. Il a aussi été
décrit des fluctuations chez un méme individu, méme prélevé a heures fixes. Il aurait ainsi
intéressant de pouvoir disposer d’autres prélévements, comme le lendemain matin de
I'épisode pour tous les patients, ainsi que de réaliser une analyse ultérieure, a 30 jours par
exemple, pour juger de la cinétigue de ces paramétres. De la méme maniére, concernant
l'étude des diméthylarginines, une cinétique d’évolution en post-infarctus au cours de
'hospitalisation du patient pourrait étre envisagée. Cela permettrait la définition de valeurs
seuils utilisables dés la prise en charge d’un patient en phase aigué d’IDM. L’évolution des
taux de diméthylarginines (ADMA et SDMA) a été évaluée avant, immédiatement apres et
24h aprés une procédure d’angioplastie chez des patients présentant un angor stable, un
IDM avec ou sans décalage du segment ST (NSTEMI et STEMI respectivement). Les taux
d’ADMA sont significativement plus élevés aprés angioplastie, aussi bien dans les STEMI
que les NSTEMI alors que les taux de SDMA ne sont significativement plus élevés que dans
les NSTEMI [279]. Une autre étude a montré, qu’aprés angioplastie avec implantation de
stent dans le cadre des STEMI, les concentrations d’ADMA et de SDMA augmentent

modérément et ce, jusqu’a 30 jours aprées l'intervention [280].

Comme nous l'avons vu précédemment, les interactions des différents acteurs
impliguées dans le métabolisme du fer sont extrémement complexes, agissant a différents

niveaux et étant soumis a des mécanismes de régulation parfois inverses lorsqu’un statut
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inflammatoire entre en ligne de compte. C’est par exemple le cas pour linsuffisance
cardiaque, ou, les taux sériques d’hepcidine et de ferritine diminuent proportionnellement a la
gravité de linsuffisance cardiaque représentée par la classe NYHA. Mais parallelement, la
sécrétion d’hepcidine, de méme que la ferritinémie, augmentent lors de phénomenes
inflammatoires, comme lors de I'IDM, rendant trés complexe l'interprétation des mécanismes
de régulation et des voies de signalisation du métabolisme du fer. Ceci est particulierement
apparent en phase aigué d’infarctus du myocarde, chez des patients présentant de fagon
concomitante une insuffisance cardiaque. Ces dysfonctions peuvent étre accompagnées, de

surcroit, d’'une carence martiale associée ou non a une anémie...

Ces constatations augurent les perspectives de nos travaux actuels/futurs ol nous
souhaiterions étudier, de facon prospective, les différents paramétres de régulation du
métabolisme du fer et des diméthylarginines, chez des patients en phase aigué d’IDM,
présentant une FEVG altérée ou une symptomatologie d’insuffisance cardiaque lors de la
phase hospitaliere. Ces patients seraient ensuite suivis en programme de réadaptation
cardiovasculaire avec mesure de ces biomarqueurs en début et fin de programme, en
comparaison avec un groupe témoin composé de patients qui « refusent » la réadaptation.
Au-dela de cette étude interventionnelle, est également envisagé, en paralléle, chez les
patients présentant une carence martiale avérée, un suivi de ces parametres associés a la

supplémentation en fer actuellement recommandée dans l'insuffisance cardiaque [187].
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Abstract

Myocardial infarction (MI) is mostly caused by complications of atherosclerosis,
whose the development would be initiated by a dysfunction of the vascular endothelium,
characterized by an inflammatory condition and oxidative stress.

In this pathogenesis, iron interacts at different levels and also has a major role in the
development of endothelial dysfunction. Its critical role appears in oxidative stress via its
redox capacity. In recent years, it appeared that hormones, hepcidin and erythroferrone
(discovered earlier as the myonectin/CTRP 15) participate in a major way in regulating
certain stages of iron metabolism.

Asymmetric dimethylarginine (ADMA), a marker of endothelial dysfunction is
associated with most cardiovascular risk factors. Symmetrical dimethyl-arginine (SDMA), its
stereoisomer, has an exclusively renal elimination and is considered as a powerful renal
function marker.

We aimed to study, in patients with acute MI, the meaning of the "traditional" status
iron parameters, two proteins involved in the regulation of iron, hepcidin and myonectin, as
well as the two L-arginine derivatives, ADMA and SDMA.

In our first prospective study, we observe that, in patients with acute MI, the values of
SDMA, and only weakly ADMA, are associated with admission blood glucose, beyond
traditional dimethylarginine determinants and may therefore have biological activity beyond
renal function.

Our second work suggests that patients with heart failure in the acute phase of Ml
present more frequently anemia and a certain degree of iron deficiency. New iron
metabolism regulators biomarkers, hepcidin and myonectin showed a trend toward an
increase in the serum levels in these patients characterized by an increase in CRP.

Thus, our work suggests the links between these new regulators of iron metabolism in
acute MI with functional consequences of cardiovascular diseases, particularly in terms of

anemia and heart failure.

Keywords: asymmetric dimethylarginine (ADMA) - symmetric dimethylarginine (SDMA) —

glucose — acute myocardial infarction — iron — hepcidin — erythroferrone
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Résumé

L’infarctus du myocarde (IDM) résulte des complications de I'athérosclérose, dont le
développement serait initi€ par un dysfonctionnement de [I'endothélium vasculaire,
s’accompagnant d’un état de stress oxydant.

Le fer interagirait dans cette pathogenese a différents niveaux et aurait également un
réle majeur dans la survenue de la dysfonction endothéliale. L’hepcidine et I'érythroferrone
(découverte auparavant sous le nom de myonectine / CTRP 15), participeraient a la
régulation de certaines étapes du métabolisme du fer.

La diméthyl-arginine asymétrique (ADMA), marqueur de dysfonction endothéliale, est
associée a la plupart des facteurs de risque cardiovasculaire. Son stéréo-isomere, la
diméthyl-arginine symétrique (SDMA), a une élimination exclusivement rénale et est
considéré comme un puissant marqueur de fonction rénale.

Nous nous sommes proposés d’étudier, chez des patients en phase aigué d'IDM, la
signification des parametres « traditionnels » du statut du fer, des deux protéines impliquées
dans la régulation du fer, I'hepcidine et la myonectine, ainsi que des deux dérivés méthylés
de la L-arginine, TADMA et la SDMA.

Dans notre premiére étude prospective, nous observons que les valeurs de SDMA, et
dans une moindre mesure celles d'/ADMA, sont associées a la glycémie d'admission et
pourraient donc exercer des actions biologiques indépendantes de la fonction rénale.

Notre second travail suggére que les patients présentant de l'insuffisance cardiaque a
la phase aigué de I'DM sont caractérisés par une anémie et un certain degré de carence en
fer. Le dosage des nouveaux biomarqueurs de la régulation du métabolisme du fer,
I'nepcidine et la myonectine a montré une tendance a I'augmentation de ces taux sériques
chez ces patients en lien avec une augmentation de la CRP.

Ainsi nos travaux laissent entrevoir les liens qui uniraient, a la phase aigué de
l'infarctus du myocarde, ces nouveaux biomarqueurs régulateurs du métabolisme du fer aux
conséquences fonctionnelles des pathologies cardiovasculaires, notamment en termes

d’'anémie et d’insuffisance cardiaque.

Mots clefs : diméthyl-arginine asymétrique (ADMA) - diméthyl-arginine symétrique (SDMA)

- glycémie - phase aigué infarctus du myocarde - fer - hepcidine - érythroferrone
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