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Résumé:

Par sa localisation privilégiée sur les cellules immatures érythroides de la moelle osseuse,
le récepteur de la transferrine (R-TF) joue un rdle vital dans leur acquisition du fer qui sert a la
synthése de I’hémoglobine. La concentration intracellulaire en fer régule de maniere inverse la
synthese du R-TF. Le récepteur soluble (Rs-TF) est une forme tronquée, monomérique du
récepteur membranaire provenant majoritairement des cellules rouges immatures (érythroblastes).
Sa concentration est le reflet direct du statut martial et de I’érythropoiése.

Une anémie par déficit martial concomitante a un syndrome inflammatoire est un cas
fréquent chez les malades souffrants des maladies chroniques. Dans ce genre d'anémies, les
parameétres courants d'exploration martiale sont inefficaces pour mettre en évidence cette carence.
En effet, ils subissent des variations contradictoires ce qui rend le bilan martial ininterprétable,
c'est le cas ou la ferritine se comporte simultanément comme un marqueur de carence et une
protéine de la phase aigué de I’inflammation (la ferritinémie est normale ou élevée). Le dosage du
Rs-TF trouve ici l'une de ses principales applications cliniques, car sa concentration n'est pas
influencée par l'inflammation. Pour mettre en évidence 1’intérét de ce nouveau marqueur, cette
étude a été réalisée sur 60 sujets sains (groupelou témoin) et 132 malades adultes hospitalisés au
niveau du CHU de Sétif: 50 patients souffrant d’anémie ferriprive (groupe 2), 82 patients
souffrant de maladies chroniques associée a une anémie (groupe 3). Tous ont bénéficié d’un bilan
martial plus le dosage du Rs-Tf. Les résultats obtenus étaient concluants : la bonne corrélation du
Rs-Tf avec les autres parameétres du bilan montre sa sensibilité au statut martial. Le taux du Rs-Tf
est revenu élevé chez la totalité des malades du groupe 2 attestant une augmentation des besoins de
I’organisme en fer. La différence interindividuelle du taux de Rs-Tf dans le groupe 3 nous a
permis de sélectionner 42 patients ayant une carence martiale associée a la maladie chronique des
82 patients de départ. Ces résultats montrent la haute spécificité du Rs-Tf dans la mise en évidence
d’une carence en fer sous-jacente a une maladie inflammatoire, ce qui le rend trés avantageux par
rapport aux anciens examens du bilan martial. Enfin, cette étude nous a permis de préconiser le
dosage du Rs-Tf comme examen biochimique trés prometteur  pour I’exploration de
I’érythropoicse et le diagnostic différentiel des anémies chez 1’adulte, avec un intervalle de valeurs
normales de: 2.65 a 4.39 mg/L chez ’homme et la femme ménopausee et de: 2.03 a 3.69 mg/L
chez la femme non ménopausée, dans 1’espoir d’établir un intervalle international de valeurs de

références.

Mots clés : fer sérique ; transferrine ; Rs-Tf, ferritine ; érythropoiese ; anémie ferriprive ; anémie

inflammatoire ; bilan martial.



The exploration of erythropoiesis via the serum transferrin receptor

(sTfR) level in the anemic patients

Abstract

The aim of the present study is to evaluate in a hospitalized population of anemic adults the
diagnostic efficiency of the serum transferrin receptor (sTfR). The objective is to distinguish iron
deficiency anemia (IDA) from anemia of chronic disease (ACD) and the combined forms (COMBI
anemia). Serum iron and serum ferritin are the most commonly used tests for the detection of iron
deficiency, however these values may not be reliable. Serum transferrin receptor (sTfR) has been
introduced as a new tool, and its values are not affected by an increase in cytokine production in
ACD patient. 132 patients, hospitalized at the CHU-Setif, were enrolled in this study; 50 were
affected with IDA and 82 were affected with ACD. The control group included 60 healthy adults.
Iron status was evaluated in these patients including serum transferrin receptor. Results showed
that values of iron, MCV, and hemoglobin in IDA, ACD and COMBI groups were not
significantly different. Serum ferritin values distinguished IDA from ACD reliably but the
diagnostic usefulness of ferritin measurements in ACD and COMBI patients is limited for their
wide range of variation. Serum TfR levels were > 4.39 mg/L in men and >3.69 mg/L in women in
all IDA patient tested. This helped us to select 51% patients with COMBI anemia among the 82
patients with ACD. Serum TfR was the best test to differentiate IDA and COMBI anemia from
ACD patients. Calculation of the ratio sTfR/log ferritin (STfR-F Index), is a way of combining
sTfR and ferritin results. This ratio provided an important parameter for the identification of
patients with depleted iron pools. We conclude that sTfR measurement is a sensitive and a
valuable-noninvasive tool for the diagnosis of iron depletion. It proves an attractive additional
method to the conventional laboratory tests in the prediction of depleted iron pools in anemic adult

population.

Key words: serum iron; transferrin, serum transferrin receptor; ferritin; iron deficiency anemia;

anemia of chronic disease; serum iron level.
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Liste des abréviations

ALA : 6-aminolevulinate HRE : Hypoxia Responsive Element

AF : anémie ferriprive IL : interleukine

AMC : anémie des maladies chroniques IRE : Iron Regulated Element

B2m : B2-microglobuline IRP : Iron Regulatory Protein

BFU-E : Burst Forming Unit-Erythroid KO : knock-out

CFU-GEMM : Colony Forming Unit- LCR : Locus Control Region

Granulocyte Erythrocyte Megacaryocyte LPS : Lipopolysaccharide

Macrophage mk : microcytic anemia, anémie microcytaire
CFU-E : Colony Forming Unit-Erythroid MTP1 : Metal Transporter Protein 1 =
CMH : Complexe Majeur d4Hitosompatibilite Ferroportine

CO : monoxyde de carbone MCYV : Mean Cellular Volume

CP : céruloplasmine NGAL.: Neutrophil Gelatinase Associated
CSH : Cellule Souche Hématopoiétique Lipocalin

Dcytb : Duodenal cytochrome b reductase NO : monoxyde d’azote

DMT1 : Divalent Metal Transporter 1 Nramp : Natural resistance associated

EP : érythrophagocytose macrophage protein.

EPO: érythropoiétine NTBI : Non Transferrin Bound Iron, fer non
ETU: erythron transferrin uptake lié a la transferrine

FLVCR : Feline Leukemia Virus subgroup C R-Tf1 : récepteur transferrine 1

Receptor R-Tf2 : récepteur transferrine 2
GM-CSF : Granulocyte Macrophage-Colony Rs-TT : récepteur transferrine soluble ou
Stimulating Factor sérique

GR : Globule Rouge SCF : Stem Cell Factor

HCP1 : Heme Carrier Protein 1 sla : sex linked anemia

HFE : Human hemochromatosis ou HFE protein STEAP : Six-Transmembrane Epithelial

ou HFE for High Fe (hemochromatosis); sa Antigen of the Prostate

mutation provoque 1’hémochromatose Tf : transferrine

HIF : Hypoxia Inducible Factor TGF-g : Tumour Growth Factor 3
HO : Héme-Oxygénase TIBC : Total iron Binding Capacity
Hp : Haptoglobine TNF : Tumour Necrosis Factor

Hpx : hypotransferrinémique VHL : Von Hippel-Lindau
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Introduction

Actuellement, I’approche diagnostique des anémies par déficit érythropoiétique en fer passe
par la mesure de la concentration sérique en fer, de la transferrine, son coefficient de saturation ou
sa capacité totale de fixation (TIBC) et de la ferritinémie. Si la carence persiste, les effets de
I’hyposidérémie apparaissent sur les globules rouges circulants : augmentation de la
protoporphyrine érythrocytaire, la diminution de la quantit¢é d’hémoglobine, hypochromie et
microcytose. Deux grandes catégories de maladies s’accompagnent d’un déficit érythropoiétique
en fer : les anémies par carence martiale dite ferriprive (AF) et les anémies des maladies
chroniques (AMC).

Depuis quelques dernieres années un nouveau marqueur biologique d’une grande importance
dans le bilan d’une anémie a été mis en jeux. Il vient compléter significativement les informations
apportées par les parametres classiques du bilan martial. C’est le récepteur soluble de la
transferrine Rs-Tf, une forme circulante produite par un clivage protéolytique de récepteur de la
transferrine membranaire (R-Tf) la protéine clé pour I’acquisition cellulaire du fer transporté par la
transferrine et qui est présent a la surface de toutes les cellules de 1’organisme. Le nombre de Rs-
Tf sérique est directement proportionnel aux récepteurs exprimeés par une cellule et a ses besoins
en fer. Ce nombre diminue au fur et a mesure de la maturation cellulaire, a 1’exception de deux
tissus qui ont d’importants besoins en fer en permanence : la moelle érythropoiétique et le
placenta. En dehors de la grossesse, la concentration de Rs-Tf circulant est principalement
déterminée par celle des précurseurs érythroides dans la moelle osseuse puisque ces cellules

contiennent 70 a 80% des R-Tf de I’organisme.

La carence martiale est la premiere cause d’anémie chez I’adulte. L’anémie est définie par
une diminution de I’hémoglobine inférieure a un seuil limite qui varie en fonction de 1’age et du
sexe. Ainsi, d’aprés I’OMS, ce seuil est fixé a 120 g/L pour les femmes non enceintes et 130 g/L
pour les hommes. Une anémie par carence martiale est due a une déplétion des réserves en fer de
I’organisme (il y a environ 4 g de fer dans 1’organisme dont 70 % contenus dans I’hémoglobine)
qui entraine un défaut d’hémoglobinisation des globules rouges se traduisant par une microcytose.
A cdte de la ferritine, et vu sa sensibilité élevée aux besoins cellulaires en fer, le Rs-Tf présent ici
un grand intérét dans le diagnostic trés précoce d’une déficience martiale juste apres 1’épuisement

des réserves en fer, avant 1’aggravation de I’état et I’anémie s’installe



Au cours des maladies chroniques, telles que les états inflammatoires, infections ou tumeurs,
I'anémie est fréquente. Les parameétres habituels d'exploration martiale sont inopérants pour mettre
en évidence une carence en fer associée (soustraient). En effet, chacun d'entre eux subit des
modifications de sens oppose qui empéchent l'interprétation clinique. C'est ainsi que la ferritine se
comporte a la fois comme un indicateur de carence et comme une protéine de la phase aigué : sa
concentration est « anormalement » normale ou élevée, méme si une carence en fer est associée a
Iinflammation. Le Rs-Tf trouve ici l'une de ses principales applications cliniques dans le
diagnostic différentiel des anémies, car sa concentration n'est nullement influencée par

I'inflammation ou l'infection inversement aux parametres classiques du bilan martial.

La performance du diagnostic peut en suite s’améliorer par le calcul du rapport Rs-Tf/Log de la
ferritine. Ce rapport est également d’un grand intérét, il rapporte au diagnostic une information sur

les besoins et les réserves en fer simultanément.

Les objectifs de notre étude, réalisée chez ces deux catégories des sujets anémiques sont

multiples :

o Confirmer I'utilité et la spécificité de ce parametre et de ’intégrer dans la liste des
parametres de routine du bilan martial pour le diagnostic différentiel des anémies qu’on

réalise quotidiennement au sein de nos laboratoires en Algérie

o Tenter d’établir un intervalle de référence pour les valeurs normales de ce marqueur chez

I’adulte pour les deux sexes

o Remplacer la coloration au bleu de Prusse sur un aspirat de moelle osseuse (le Perls
médullaire) qui est présentement la seule technique pour confirmer une déficience véritable
en fer lors d'une maladie chronique (Un examen qui est trés invasif, traumatisant et

colteux) par le dosage du Rs-Tf.
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|. Métabolisme du fer
Du fait de sa capacité a accepter ou donner des électrons en fonction de son degré

d’oxydation, le fer est un métal qui, bien que présent en traces dans 1’organisme, est essentiel a la
vie. Il est un constituant de I’hémoglobine, de la myoglobine et de plusieurs enzymes (peroxydases
et cytochromes) qui possedent une liaison avec une molécule appelée héeme. Le fer, qui se situe au
ceeur de I’héme, a la capacité de se lier a une molécule d’oxygene et d’agir ainsi, en tant que
constituant de 1’hémoglobine, comme transporteur sanguin de 1’oxygene. Le fer est aussi le
cofacteur de nombreux enzymes. Ce métal étant essentiel a la vie, 1’organisme dispose de

nombreux mécanismes pour le stocker et le conserver.

Le fer, en provenance de 1’alimentation, est entreposé dans 1’organisme au niveau de deux
protéines tissulaires, la ferritine et 1’hémosidérine. Il est transporté¢ dans le sérum li¢ a la
transferrine. Trés peu de fer est normalement perdu par 1’organisme et 1’apport alimentaire
compense les pertes. Si la réserve de fer diminue, I’organisme va synthétiser davantage de
transferrine afin d’augmenter 1’absorption intestinale du fer. Si la déficience en fer devient sévere,

la synthese de I’hémoglobine en sera affectée et une anémie dite ferriprive va s’installer.

I.1. Le Cycle du fer (L absorption, le transport, I’utilisation, le recyclage et le

stockage du fer)
L'organisme contient de 3 a 5 g. de fer au total mais son métabolisme I'économise au
maximum, fonctionnant quasiment en circuit fermé [1]. L’apport doit strictement compenser les

pertes : un déséquilibre entrainera a plus ou moins long terme une carence ou une surcharge.

I.1.1. Absorption intestinale du fer

Le fer alimentaire est absorbé au niveau de la partie proximale de I’intestin gréle, le
duodénum. Le duodénum est constitué de villosités et de cryptes. Les cellules de la villosité, les
entérocytes, sont responsables de 1’absorption intestinale du fer. Elles sont issues de la
differenciation de cellules souches situées au niveau de la crypte et acquiérent leurs propriétés
absorptives au cours de leur migration le long de la villosite. Les entérocytes sénescents sont
exfoliés dans la lumiére intestinale (Figure 1). On estime que 1’épithélium intestinal se renouvelle
ainsi en 3 a5 jours [2].

Le contenu en fer des aliments est trés variable (Tableau 1). Dans les pays développés, le
régime alimentaire contient en moyenne 10 a 20 mg de fer par jour. Sur ces 10 a 20 mg seuls 10%
seront ensuite absorbés au niveau du duodénum [2]. Cette faible proportion est due d’une part a
une régulation de 1’absorption en fonction des besoins (voir plus loin) et d’autre part a la

biodisponibilité du fer qui est tres variable suivant les aliments.



Le fer présent dans I’alimentation est soit lié a I’héme (forme héminique), facilement
assimilable (15 a 35% sont absorbés), soit sous forme non héminique, essentiellement dans les
vegétaux, plus difficile a absorber (2 a 20 % absorbés). Le régime normal chez I’homme est
constitué majoritairement de fer non héminique, le fer héminique provenant surtout de la

myoglobine et de I’hémoglobine trouvée dans les viandes. Dans les deux cas, le fer est oxydé

(Fe*) [1].

Aliment Contenu en Aliment Contenu en
mg de Fer/100g mg de Fer/100g

Foie de porc 19 Abricots secs 55

Levure de biere seche | 17,3 Huitres 5,5

Cacao 12,5 Amand, noisettes 4,5

Caviar 11,8 Sardines 3,5

Foie de mouton 10,9 Noix 3,1

Lentilles 6,8 Epinards 3,1

Soja 8,4 Cot de beeuf 3,1

Jaune d’ceuf 7,2 Jambon 25

Persil 6,2 Vin 0,3a0,5

Haricot blancs 6,1 Lait de vache 0,04

Moules 5,8

Tableau 1. Exemples de teneur d’aliments riches en fer héminique et non héminique [2]

Le fer d’origine héminique : L’absorption du fer héminique se fait probablement via un
récepteur spécifique situé a la membrane apicale de I’entérocyte, HCP1 (Heme Carrier Protein 1),
qui a été identifié tres récemment par une équipe anglaise [3]. L’héme fixé a son récepteur serait
transloqué a I’intérieur de la cellule puis dégradé par I’enzyme héme-oxygénase (HO). Le fer ainsi

libéré rejoindrait le pool de fer internalisé via DMT1 (Divalent Metal Transporter 1) (Figure 1).

Le fer non héminique : L’absorption du fer non héminique peut-étre facilitée par la
présence dans le bol alimentaire d’acide ascorbique ou inhibée par les tannins (dans le thé, le cafe,
le vin) ou I’acide phytique (dans les légumes, le riz). Le fer non héminique est dans un premier
temps réduit par la réductase Dcytb (Duodenal cytochrome b) puis transporté a travers la

membrane apicale de I’entérocyte par le transporteur transmembranaire DMT1 (Figure 1).

L’implication de Dcytb dans 1’absorption intestinale de fer a récemment été remise en cause
par la création de souris knock-out (KO) Dcytb qui ne présentent pas de déficience en fer [4]. Les

réserves en fer non altérées chez ces souris pourraient s’expliquer soit par une compensation de



I’activité réductase par la production endogeéne d’ascorbate (cette production est spécifique de la
souris, on ne la retrouve pas chez ’homme), soit par la présence de molécules antioxydantes dans

le régime alimentaire des souris, soit enfin par la présence d’une autre réductase qui reste a
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Figure 1. L’absorption intestinale du fer

Le fer est absorbé au niveau du duodénum par les entérocytes situés au sommet des villosités
duodénales. Dans la lumiére intestinale, le fer non héminique est d’abord réduit probablement par Dcytb,
puis transporté par DMT1. Le fer héminique serait pris en charge par le transporteur HCP1, et dégradé par
I’'heme-oxygénase (HO). Dans I’entérocyte, le fer peut, soit étre stocké dans la ferritine, soit transporté par
la ferroportine vers le plasma. Il est ensuite oxydé par I’'héphaestine avant d’étre pris en charge par la
transferrine (Tf) circulante [5].

Une fois dans la cellule, le fer peut étre stocké dans la ferritine ou transporté de nouveau au
pole basolatéral vers la circulation sanguine par le transporteur transmembranaire ferroportine.
Dans le sang, la transferrine (Tf) qui peut lier deux atomes de fer permet de véhiculer le fer dans
tout I’organisme. Pour cela, le fer doit étre préalablement oxydé par la ferroxydase héphaestine

située sur la membrane basolatérale de I’entérocyte (Figure 1) [6,7].

1.1.2. Transport sanguin et captation du fer par la cellule

Le fer lié a la transferrine (holotransferrine, holoTf ou Tf-Fe2) est capté par les cellules via
le récepteur a la transferrine 1 (RTf1). Les cellules utilisent ce fer pour synthétiser de nombreuses
protéines contenant un ou plusieurs atomes de fer. Ces protéines sont impliquées dans divers
mécanismes cellulaires, mais les propriétés liées au cycle d’oxydoréduction du fer en font un métal
de choix pour permettre le transfert d’électrons dans la chaine respiratoire, la catalyse, le transport

et le stockage de 1’oxygéne ou bien le transport du NO [8].



1.1.2.1. Captation du fer par le récepteur de la transferrine

Le complexe Tf/RTfl [9] pénétre dans la cellule par endocytose, le fer est libéré du
complexe dans I’endosome tardif a la faveur d’un pH acide, puis est transféré de 1’endosome vers
le cytosol probablement grace au transporteur DMT1 [10] (Figure 2). Trés récemment, par 1’étude
de souris anemiques nm1504, a été identifiée une ferriréductase endosomale qui serait responsable
de la réduction du fer lié & la Tf avant le transport transmembranaire de ce fer par DMT1 dans les
précurseurs érythroides : STEAP3 (pour Six-Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate)
[11]. La Tf libérée de son fer, I’apo-transferrine (apoTf), et son récepteur sont ensuite tous deux

recyclés a la surface cellulaire (Figure 2).
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Figure 2. Endocytose du fer lié a la Tf par RTf

L’holotransferrine (Fe2-Tf) est reconnue par le récepteur de la transferrine (RTf) (en vert) a la surface de la
cellule. Le complexe RTf-Fe2-Tf subit une endocytose dans une vésicule recouverte de clathrine. Dans
I’endosome, a la faveur d’un pH acide, le fer se dissocie de la transferrine. Le fer serait réduit ensuite par
une ferriréductase, probablement STEAP3 dans les précurseurs érythroides, puis transportée vers le
cytoplasme par DMTL1. Le récepteur et I'apo-transferrine (Apo-Tf) sont finalement recyclés par fusion de la
vésicule a la membrane plasmique de la surface cellulaire [9].

Le recyclage est un phénoméne complexe faisant intervenir un grand nombre de molécules.
L’une d’entre elles vient d’étre clairement identifiée grace au clonage positionnel du géne
responsable du phénotype de souris mutantes dites déficientes en hémoglobine, les souris hbd. Le
gene en question code pour une protéine impliquée dans 1’exocytose des vésicules, Secl1511 [12].
Sa mutation chez la souris entraine un phénotype particulier de déficit relatif en fer dans le
proérythroblaste sans déficit en fer systémique [13]. Le r6le exact joué par la protéine mutante

Sec1511 dans I’acquisition de ce phénotype reste a déterminer [12,14].



L’interaction de la Tf avec son récepteur est utilisée dans un grand nombre de cellules (en
particulier les cellules tumorales qui proliferent beaucoup). Elle ouvre des perspectives
thérapeutiques intéressantes et est maintenant utilisée pour la délivrance de drogues/médicaments a
I’intérieur des cellules [15]. Par exemple, le gallium 67Ga3+ émet un rayonnement gamma qui lui
confére des propriétés anti-tumorales et ce métal est capable de se lier a la Tf qui le transporte

jusqu’aux cellules cibles.

D’autres formes d’acquisition du fer par les cellules ont été décrites :
- acquisition du fer non lié a la Tf (Non Transferrin Bound Iron, NTBI) [16,17]
- acquisition de I’holoTf par une voie indépendante de RTf1 [18]
- acquisition de la ferritine médiée par un récepteur [19]
- enfin, la découverte de la capacité de la molécule NGAL a transporter du fer pourrait également

étre une nouvelle forme d’acquisition du fer, essentiellement en situation d’inflammation [20].

1.1.3. Erythropoiése et synthése de I’hémoglobine (utilisation du fer)

L’organe consommant la plus grande quantité de fer (80% du fer transporté par la Tf) est la
moelle osseuse ou se déroule 1’érythropoiese. Elle a ainsi besoin de 20 mg de fer par jour pour
pouvoir produire les 200 milliards de nouveaux globules rouges nécessaires au transport et au

stockage de 1’oxygéne.

1.1.3.1. Erythropoiése

A partir des quelques cellules souches hématopoiétiques (CSH) de la moelle osseuse sont
formés plusieurs lignages cellulaires en fonction des signaux et facteurs de croissance recus par les
CSH (conduisant a la formation de lymphocytes, macrophages, cellules dendritiques, neutrophiles,
polynucléaires, plaquettes, globules rouges). On ne discutera ici que de la différenciation
érythroide, 1’érythropoiese, qui est la plus grande consommatrice de fer pour son incorporation

dans I’hémoglobine. On peut définir trois stades d’érythropoiése au cours du développement :

o I’érythropoiése primitive qui a lieu dans les Tlots sanguins du sac vitellin (au 7¢me jour de vie
embryonnaire chez la souris). Cette érythropoiese est indépendante d’un signal
érythropoiétine (EPO) et conduit a la formation de larges érythroblastes possédant un noyau,
appelés mégaloblastes ;

o D’érythropoiése définitive est marquée par une forte prolifération des progeniteurs
érythroides dans le foie foetal (10°™ jour de gestation chez la souris) ;

o ID’érythropoieése adulte qui se caractérise par la migration des CSH du foie feetal vers la

moelle osseuse.



Les CSH s’engagent dans une voie de différenciation my¢loide pour former un progéniteur
multipotent appelé CFU-GEMM (Colony Forming Unit-Granulocyte Erythrocyte Megacaryocyte
Macrophage). L’engagement de ce progéniteur multipotent dans la voie érythroide dépend d’une
combinaison de facteurs de transcription et en particulier du facteur GATA-1. Les CFU-GEMM se
différencient alors en progéniteurs restreints érythroides précoces (BFU-E pour Burst Forming
Unit-Erythroid, nommés ainsi pour leur capacité a générer de larges colonies érythroides in vitro,
voir Figure 3B) puis en progéniteurs érythroides tardifs (CFU-E pour Colony Forming Unit-
Erythroid, nommeés ainsi pour leur capacité a générer de petites colonies érythroides in vitro, voir
Figure 3B). Les progeéniteurs érythroides subissent ensuite une forte prolifération associée a la

différenciation en érythroblastes jusqu’au stade érythroblaste polychromatophile.

La maturation des érythroblastes polychromatophiles vers le stade réticulocyte n’est pas
accompagnée d’une forte prolifération. La phase finale de maturation consiste a expulser le noyau
et dégrader les organelles intracellulaires. Au cours de la maturation, les précurseurs érythroides
voient leur taille diminuer, leur contenu en hémoglobine augmenter et leur chromatine se densifier.
La diminution de la taille se poursuit lors de la sénescence des globules rouges (GR appelés aussi
hématies ou érythrocytes) (Figure 3A). Ainsi, un GR jeune, un réticulocyte, a une taille plus
grande qu’un GR sénescent, ce qui se manifeste par une augmentation de la taille globulaire
moyenne (MCV pour Mean Cellular Volume) lorsque 1’érythropoiése est accrue [21]. A I’inverse,
en cas d’érythropoicse inefficace, la taille des GR est plus petite car peu de réticulocytes sont
formés, on parle d’anémie microcytaire. La forme d’un réticulocyte puis d’un érythrocyte normal
est celle d’un disque biconcave, ils ont peu d’organelles internes et sont essentiellement composés

d’hémoglobine.
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Figure 3. Erythropoiése [21]

A. Les stades de I"érythropoiése sont figurés par des cellules uniques avec leur morphologie présumée.
HSC: Cellule souche hématopoiétique; BFU-E: Burst Forming Unit-Erythroid; CFU-E: Colony Forming Unit-
Erythroid; Pro EB: Pro-érythroblaste; Baso EB: érythroblaste basophile; Poly EB: érythroblaste
polychromatophile; ORTHO EB: érythroblaste orthochromatophile ; RBC: Red Blood Cell, érythrocyte ou
globule rouge.

B. Photos des colonies formées a partir de progéniteurs BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid) ou CFU-E
(Colony Forming Unit-Erythroid) en culture semi-solide.

L’érythropoiese est finement régulée de fagon a ce que le nombre de GR produits soit en
adéquation avec les besoins en oxygéene des tissus périphériques. En effet, une production
insuffisante de GR conduit a I’anémie et une production trop importante de GR, appelée
polyglobulie, entraine une augmentation de la viscosité du sang pouvant conduire a des
thromboses [22]. Cette régulation est essentiellement basée sur un équilibre entre prolifération
survie et apoptose. Les deux régulateurs positifs majeurs de 1’érythropoiese sont le Stem Cell
Factor (SCF) et I’érythropoiétine (EPO) [22]. Le SCF, fabriqué de fagon constitutive par les
cellules stromales de la moelle osseuse, se lie a son récepteur C-kit et induit la survie et la
prolifération des progéniteurs érythroides en synergie avec notamment le GM-CSF et
I’interleukine IL-3. L’EPO est le régulateur principal de 1’érythropoi¢se qui permet lui aussi de

protéger les progéniteurs érythroides de la mort par apoptose.
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L’EPO est produite par les cellules interstitielles du cortex rénal et sa production est finement
contr6lée par la tension en oxygene qui dépend elle-méme du nombre de GR produits. 1l existe une
véritable régulation endocrine de 1’érythropoi¢se via I’EPO entre les reins et la moelle osseuse
[22]. Ainsi une forte corrélation est retrouvée entre le taux d’hémoglobine et le taux d’EPO. Le
rein est la principale source d’EPO, c’est pourquoi un sujet ayant subi une néphrectomie est
incapable d’augmenter son érythropoi¢se face a une situation d’anémie. L’EPO peut également
étre produite dans le foie par les hépatocytes et cellules de Ito. L’étude de la régulation de I’EPO
par la teneur en oxygéne a conduit a I’identification des facteurs de transcription HIF (Hypoxia

Inducible Factor).

L’HIF est un dimére constitué de deux sous-unités o et B. La sousunité o est régulée par
I’hypoxie [23]: en normoxie, HIF-a se lie a la protéine VHL (von Hippel-Lindau) et est
rapidement dégradée par le protéasome aprés ubiquitination ; en hypoxie, HIF-a est stabilisée et
peut alors se lier a la sous-unité B et d’autres protéines comme p300 pour se fixer sur les HRE
(Hypoxia Responsive Element) présents dans le promoteur de ses génes cibles. L’érythropoiése est
aussi régulée positivement (systeme rénine angiotensine, 1L-3, IL-6) ou négativement (Tumour

Growth Factor TGF-p, caspases) par d’autres facteurs.
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1.1.3.2. Synthése de ’hémoglobine

Le fer consommé par la moelle osseuse sert essentiellement a la synthése d’héme,
groupement prosthétique de I’hémoglobine responsable de la fixation de I’oxygene (Figure5).
L’hémoglobine des GR circulant représente environ 60 a 70% du fer total présent dans
I’organisme. La synthése de I’hémoglobine nécessite en effet la production coordonnée de I’héme
et des globines qui la constituent (Figure 4). Les érythroblastes acquierent le fer a partir de la Tf
(voir ci-dessus), ils possédent pour cela une grande quantité de R-Tf a leur surface.

H3C CH2CH2COOH
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(a) Hemoglobin (b) Ir ining group

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings

Figure 4. Structure de I’hémoglobine humaine adulte (a2p2)
L’hémoglobine (a) est constituée de 4 chaines de globine (2 chaines a et 2 chaines B) portant chacune un
groupement prosthétique héme (b) contenant un atome de fer [24].

Les genes codant pour les chaines de globines sont organisés chez I’homme en deux clusters:
le locus o qui contient le géne embryonnaire ( et les deux genes adultes a, et le locus B qui contient
les génes &, Gy, Ay, o et B (Figure 5A). L’hémoglobine change en effet de composition au cours
du développement a la suite des changements d’expression (« switch ») des geénes codant pour les
chaines de globines pendant les trois stades d’érythropoi¢se (Figure 5B). Un premier switch a lieu
lors de la transition de 1’érythropoiése embryonnaire (sacvitellin) a 1’érythropoiése définitive (foie
feetal) : le géne de I’hémoglobine feetale est exprimé au détriment de celui de I’hémoglobine
embryonnaire. Le deuxiéme switch, entre I’hémoglobine feetale et adulte, a lieu pendant la période
périnatale. Ces régulations d’expression de geénes sont dépendantes du LCR (Locus Control
Region) présent en amont du cluster B globine et d’HS40 (zone d’hypersensibilité a la DNAse I)

en amont du cluster aglobine (Figure 5A). Au cours du développement et de la différenciation
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érythropoiétique, les génes sont exprimés séquentiellement : les genes exprimés précocement sont

ceux situés pres du LCR et les génes adultes se trouvent en 3’ [25].
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Figure 5. Synthése des chaines de globine [25]

A. Les deux clusters de génes codant pour les globines sont situés sur les chromosomes 16 et 11. La
composition des hémoglobines embryonnaires, foetales et adultes est donnée dans le cadre entre les
clusters

B. Graphique représentant les quantités des différentes chaines de globines au cours du développement.
Le lieu de synthese des globines est indiqué en dessous

13



1.1.3.3. La synthese de I’héme

La syntheése de I’héme est partagée dans deux compartiments de la cellule, le cytosol et la
mitochondrie (Figure 6). La premiere étape a lieu dans la mitochondrie : & partir de glycine et de
succinyl-CoA, I’ALA (3-aminolevulinate) synthase forme I’ALA. Cette enzyme est présente sous
deux formes, une forme érythroide, eALAS ou ALAS2, qui présente la particularité d’étre sensible
au fer via le systeme IRE/IRP (voir « Systeme IRP/IRE ») et une forme ubiquiste, ALAS1 dont
I’expression génique est réprimée par I’héme. Cette étape est 1’étape limitante de la biosynthése de
I’héme (Figure 6). Des mutations du géne eALAS situé en Xpl1.21 entrainent chez I’homme une
anémie sidéroblastique liée au chromosome X. Chez ces patients, le fer ne peut étre incorporé dans

I’héme et s’accumule dans la mitochondrie.

L’ALA est ensuite export¢ de la mitochondrie. L’assemblage du tetrapyrrole et la
décarboxylation des chaines auxiliaires ont lieu dans le cytosol. Les étapes finales de synthése de
I’héme se déroulent dans la mitochondrie avec notamment I’incorporation du fer par la

ferrochélatase (Figure 6).

Des mutations dans les génes codant pour les enzymes impliquées dans les étapes finales de
la synthese de I’héme conduisent a I’accumulation de porphyrines. Il existe ainsi plusieurs formes
de porphyries liées a la déficience de différentes enzymes : les porphyries les plus fréquentes sont
liées a des mutations dans le géne codant pour 1’uroporphyrinogen décarboxylase, c’est la
porphyrie cutanée et a des mutations dans le gene de la ferrochélatase, c’est la porphyrie
érythropoiétique. Dans les deux cas, I’accumulation de porphyrines dans la peau ou dans les tissus

sous-jacents entraine une photosensibilisation accrue.

Il est & noter que récemment a été identifié un exporteur de I’héme, appelé FLVCR (Pour
Feline Leukemia Virus subgroup C Receptor), qui pourrait jouer un réle important dans le contréle
du contenu en héme des precurseurs érythroides [26]. Son rble exact reste néanmoins a définir. De
plus, des transcrits de la ferroportine, exporteur du Fe®*, ont été retrouvés trés récemment dans des
lignées érythroides [27]. La présence d’exporteurs de différentes formes de fer dans les
précurseurs érythroides suggerent que ces cellules sont capables de faire sortir du fer en exces et
d’éviter ainsi la formation de radicaux libres a I’intérieur de la cellule. Cette capacité des
précurseurs érythroides a faire sortir du fer est assez inattendue car on considere habituellement

que ces cellules consomment tout le fer qu’elles contiennent pour la synthése d’hémoglobine.
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En cas de déficience en fer, la synthése d’hémoglobine est perturbée, les GR produits

contiennent alors moins d’hémoglobine qui leur donne leur couleur, on parle alors d’anémie

hypochrome.
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1.1.4. Réutilisation du fer des GR (recyclage) erythrophagocytose

Nous ’avons vu, les érythrocytes circulants contiennent une grande quantité de fer (presque
2 g sur les 4 g totaux de I’organisme). Afin que ce fer puisse étre réutilisé par 1’organisme, les
macrophages phagocytent les globules rouges sénescents, dont la durée de vie est de 120 jours

chez ’homme, et exportent ensuite le fer, ¢’est 1’érythrophagocytose (EP) (Figure 7).

racyclags
“hn
macrophage

Figure 7. Erythrophagocytose et recyclage du fer [5]

Les globules rouges (GR) sénescents sont phagocytés par le macrophage. lls sont dégradés et, a I'aide de
I’'héme oxygénase (HO), le fer est libéré de ’hémoglobine. D’autres voies possibles d’entrée du fer dans le
macrophage impliquent le complexe HFE-B2m-RTf1 et le complexe haptoglobine-hémoglobine circulant
qui se lie au récepteur CD163 et subit I'endocytose. L’hémoglobine est dégradée par HO pour libérer le
fer. Le fer est alors, soit stocké dans la ferritine, soit recyclé. Il est ainsi exporté par la ferroportine puis
oxydé par la céruloplasmine (CP) circulante avant d’étre pris en charge par la transferrine (Tf) circulante.

Les GR sénescents sont reconnus par les macrophages grace a:

- I’externalisation de la phosphatidylsérine a la surface des GR ;

- la peroxydation des lipoprotéines membranaires suite au stress oxydatif ;
- la perte de résidus sialiques ;

- la formation de néoantigénes de sénescence.

Le GR sénescent, phagocyté par le macrophage, se retrouve dans 1’érythrophagolysosome.
Le complexe enzymatique formé par la NADPH-cytochrome ¢ réductase, 1’héme-0xygénase-1
(HO-1) et la biliverdine réductase dégrade 1’héme en CO (monoxyde de carbone), fer et bilirubine.
Les souris KO HO-1 ne sont pas capables de recycler le fer des GR, suggerant un réle essentiel
d’HO-1 dans I’EP. Toutefois, on remarque que, dans ces souris, I’héme est quand méme dégradé

en fer, peut-étre par compensation par HO-2 [29].

16



Deux hypotheses sont emises quant a la destinée du fer suite a la dégradation de 1’héme: il
serait soit transféré au cytosol via le DMTL, soit, I’héme ayant diffusé a travers la membrane
plasmique de I’érythrophagolysosome, le fer serait libéré directement dans le cytosol. Le fer est
ensuite stocké dans la ferritine et/ou exporté dans la circulation par la ferroportine ou il peut de
nouveau se fixer a la Tf apres oxydation par la céruloplasmine (CP) [30,31] (Figure 7). Il semble y
avoir deux phases de sortie du fer des macrophages aprés EP : une phase rapide dans les quelques
heures qui suivent I’EP et qui fait sortir deux tiers du fer et une phase plus lente qui impliquerait le
déstockage du fer de la ferritine [32]. L’EP permet ainsi de recycler le fer principalement pour
réalimenter en fer 1’érythropoié¢se. Afin d’étudier les mécanismes encore peu connus intervenant
dans ’EP, I’équipe de F. Canonne-Hergaux a récemment mis au point un mode¢le d’étude de I’EP
en utilisant des macrophages, différenciés a partir de moelle osseuse de souris, incubés avec des

GR murins dont la concentration intracellulaire de calcium a été augmentée [33].

L’érythrophagocytose a lieu essentiellement dans la pulpe rouge de la rate mais pas
seulement. En effet, des souris ayant subi une splénectomie ne voient pas la durée de vie de leur
GR augmenter laissant suggérer que les macrophages de la moelle osseuse et les cellules de

Kupffer sont capables de compenser la perte des macrophages spléniques pour I’EP [34].

Ce sont ainsi 80 a 90% des GR qui sont éliminés par voie extravasculaire par les
macrophages tissulaires. Les 10 a 20% restant subissent une hémolyse intravasculaire qui entraine
la libération d’hémoglobine dans le sang. Cette hémoglobine se lie a I’haptoglobine circulante. Le
complexe haptoglobine-hémoglobine est ensuite capté par les macrophages qui possédent un
récepteur spécifique de 1’haptoglobine, le CD163 (Figure 7), et par les hépatocytes par un
mécanisme encore inconnu [35]. Ainsi, trés peu d’hémoglobine libre est retrouvée dans le sang. Il
peut arriver néanmoins que dans des situations de forte hémolyse (par exemple dans les
thalassémies4), ’hémoglobine ne puisse €tre enticrement titrée par 1’haptoglobine. L’hémoglobine
se dissocie alors dans le sang et peut étre filtrée par le glomérule via le récepteur mégaline-cubiline

ou dégradée apres liaison avec des protéines de transport de I’héme par le foie (voir ci-dessous).
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1.1.5. Stockage du fer

Le site majeur de stockage du fer est le foie (1 g). Le foie est un organe qui assure de
multiples fonctions vitales : synthese et sécrétion de la bile, métabolisme des sucres, des lipides et
des protéines de détoxification, stockage de la vitamine B12... Le foie recoit deux systemes
vasculaires afférents : le sang arrive au foie par la veine porte hépatique qui contient les éléments

digérés au niveau du duodénum et par I’artére hépatique, riche en oxygene (O2).

Le foie est capable d’accumuler le fer li¢ a la ferritine pour empécher la circulation d’une
trop grande quantité de fer libre. Ce fer lié a la ferritine est facilement mobilisable et les réserves
hépatiques sont utilisées en cas de carence en fer (suite a une perte importante de sang ou a un

régime pauvre en fer).

Le fer parvient jusqu’au foie par ’espace porte principalement sous la forme d’holoTf.
Mais, nous 1’avons vu, les hépatocytes sont capables de récupérer les complexes haptoglobine-
hémoglobine par une voie encore inconnue. L’hémoglobine complexée a 1’haptoglobine et I’héme
li¢ a I’albumine puis a I’hémopexine par le récepteur a 1’hémopexine sont pris en charge par
I’hépatocyte, mais les mécanismes sont mal connus. L’hémoglobine et I’héme sont ensuite

dégradés par I’HO. La bilirubine produite sera ensuite sécrétée dans la bile (Figure 8).

Une autre forme de fer, non lié a la transferrine et appelé NTBI, peut également étre
récupérée par les hépatocytes. Cette derniére forme de fer est trés toxique et ne serait présente
qu’en cas de surcharge martiale pathologique une fois la capacité¢ de liaison de la transferrine

dépassée comme lors d’une hémochromatose [36].

Les molécules impliquées dans I’entrée et la sortie du fer de 1’hépatocyte ne sont pas
clairement établies (Figure 8). Pour le captage du fer par I’hépatocyte, on pense que le NTBI serait
transporté a travers la membrane par le transporteur DMT1 [37,38]. Le fer lié a la Tf serait capte,
lui, par le récepteur transferrine 2 (RTf2). Ce dernier a une affinité beaucoup moins forte pour
I’holoTf que son homologue RTf1 mais il est présent en grande quantité dans les hépatocytes. Il a
¢galement été montré que bien que I’ARNm RT{2 soit insensible au fer, les taux de protéine RT{2
sont augmentes par le fer [39,40,41], contrairement a RTf1 (régule, lui, négativement par le fer via
le systéme IRE/IRP, voir «Systéme IRP/IRE »). Une autre différence est que RTf2, contrairement

a RTf1, ne semble pas interagir avec HFE [42].
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Figure 8. Entrée et sortie du fer de I’hépatocyte [5]

Le fer non héminique lié a la transferrine (Tf) est capté par RTf1 (qui interagit avec HFE) ou RTf2 puis libéré
aprées endocytose. Le fer non lié a la transferrine (NTBI) pourrait étre pris en charge directement par DMT1
via un mécanisme inconnu. Le fer héminique est transporté, soit par I’haptoglobine, soit par 'lhémopexine
jusqu’a I’hépatocyte. L'hémopexine est reconnue par son récepteur. Dans I’hépatocyte, le fer héminique
est libéré aprés dégradation de I'héme par I'hémeoxygénase (HO). Le fer est stocké sous forme de
ferritine. La sortie du fer de I’hépatocyte en situation de demande accrue (ex : érythropoiése augmentée)
est encore mal connue, elle pourrait impliquer la ferroportine et/ou un autre transporteur. Le fer exporté
est oxydé par la céruloplasmine circulante (CP) et se lie du nouveau a la transferrine.

En cas de carence en fer ou lorsque des patients atteints d’hémochromatose sont
phlébotomisés (voir plus loin), le foie est capable de mobiliser ses réserves afin de satisfaire les
besoins accrus en fer pour 1’érythropoicse. La ferroportine est le seul exporteur de fer cellulaire
connu a ce jour et représente donc un candidat potentiel pour I’export de fer des hépatocytes
(Figure 8). Ainsi, I’absence de ferroportine dans des souris KO ferroportine conduit a une

accumulation de fer dans 1’hépatocyte [43].

Outre les hépatocytes, les cellules de Kupffer constituent, comme les autres macrophages

tissulaires, des réservoirs potentiels de fer du fait de leur capacité d’EP (voir ci-dessus Figure 7).
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I1. Molécules impliguées dans le métabolisme du fer

I1.1. Protéines de liaison du fer : la transferrine (Tf), la lactoferrine et la
lipocaline neutrophile
I1.1.1. Transferrine (Tf)

La transferrine a été découverte en 1946 dans le plasma et a d’abord été appelée
sidérophiline pour son affinité pour le fer. C’est une glycoprotéine sérique (de masse relative
environ 80 kDa). Elle est composée de 679 acides aminés qui forment deux lobes, un lobe N-
terminale et un lobe C-terminale. Chaque lobe peut lier un ion ferrique (Fe**). La conformation de
la protéine est sensible au pH : a pH acide, le site de liaison du fer s’ouvre, facilitant la libération
du fer. Le géne présente un grand nombre de polymorphismes tolérés dans la population avec 3

isotypes majeurs nommés B, C et D [44].

La transferrine est principalement produite a I’age adulte par les hépatocytes (6500
molécules de Tf par cellule [40]). 1l existe également d’autres sites d’expression du géne Tf : le
cerveau (83 molécules / cellule) et les testicules (114 molécules /cellule) [40]. Pendant le
développement feetal, le géne Tf est fortement exprimé dans le muscle et les tissus non-hépatiques
et non-nerveux puis I’expression diminue lors du développement postnatal. A I’inverse, dans le
cerveau, le géne Tf est faiblement exprimé a la naissance et I’expression augmente avec 1’age

jusqu’a atteindre un plateau a 1’age adulte [45].

Seule I’expression hépatique de Tf est modulée par le contenu en fer: un régime pauvre en fer
augmente la transcription de Tf dans le foie sans modifier I’expression extra-hépatique [40]. De
méme, la synthese de Tf est induite par traitement aux glucocorticoides ou aux cestrogénes. La Tf
est également une protéine de la réponse inflammatoire, elle est diminuée par les cytokines. Enfin,

s’ajoute a ces régulations une régulation positive en situation d’hypoxie [46].

L’absence de Tf circulante chez des patients est trés rare (seulement 8 patients recensés dans
6 familles différentes), c’est I’atransferrinémie [47], caractérisée par une anémie microcytaire
associée a une surcharge en fer tissulaire. Les patients sont traités par des transfusions sanguines.
En absence de Tf, les précurseurs érythroides ne sont pas approvisionnés en fer, ce qui entraine
I’anémie. La surcharge en fer associée est due, d’une part a I’accumulation du fer non lié a la
transferrine (NTBI) dans les organes, et, d’autre part, a une augmentation de I’absorption

intestinale de fer pour compenser I’anémie [48].
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11.1.2. Lactoferrine

La lactoferrine fait partie de la famille des transferrines [49]. Elle est capable de lier le fer
avec plus d’affinité que la Tf. Elle est retrouvée dans le lait, les sécrétions mugqueuses, la sueur et
les granules des neutrophiles. Le gene du récepteur de la lactoferrine est exprimé par les
lymphocytes et cette expression est associée a 1’activation des lymphocytes. Ainsi, la lactoferrine
joue un rdle important dans la réponse immunitaire en régulant la prolifération et I’activation des
lymphocytes mais aussi des cellules Natural Killer et des monocytes [50]. La lactoferrine a de plus
une activité antibactérienne. Mais elle ne semble pas avoir de role essentiel dans le métabolisme
du fer car en absence de lactoferrine (souris KO lactoferrine) aucune perturbation du métabolisme

du fer n’est observée [51].

11.1.3. Lipocaline neutrophile (NGAL ou 24p3)

La lipocaline neutrophile NGAL (Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin) est une petite
protéine soluble de 25kDa [52]. Elle est présente dans les granules de neutrophiles et dans les
cellules épithéliales en réponse a des signaux inflammatoires. NGAL a été initialement impliquée
dans la différenciation cellulaire, la tumorigénése et I’apoptose. Son role dans ces différents
mécanismes reste a ce jour mal connu. En 2002, une équipe américaine a permis d’établir que
NGAL est capable de se lier & des sidérophores contenant du Fe** et chargés négativement.
Contrairement a la Tf et a la lactoferrine, NGAL n’est pas capable de se lier aux ions fer
directement car ils sont chargés positivement. La liaison de NGAL a des sidérophores serait
spécifique aux sidérophores de type catecholate [53]. Ainsi, NGAL produite dans une situation
d’inflammation serait capable de détourner le fer utilisé par les bactéries et essentiel a leur survie,

elle aurait par cette propriété une action complémentaire a la lactoferrine.

Chez la souris, la protéine Ngal est retrouvée dans un compartiment intracellulaire de
progéniteurs épithéliaux du rein différent de celui ou I’on retrouve la Tf [20]. Des études de
transport du complexe lipocaline neutrophile-sidérophore ont montré qu’il existait un récepteur
pour NGAL au niveau des cellules épithéliales du rein [20]. Le géne de ce récepteur semble étre
exprimé dans un grand nombre de tissus et sa surexpression dans des cellules confirment le role de
Ngal dans le transport de fer et I’apoptose [54]. Ces deux roles seraient exclusifs en fonction de la

liaison ou non de Ngal avec un complexe contenant du fer [54].
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11.2. Ferritine : la protéine de stockage

La ferritine a été cristallisée en 1937 a partir de rate de cheval (¢’était la deuxiéme protéine
cristallisée apres la peroxydase de raifort). La ferritine est formée de 24 sous-unités de types H
(heavy, chaine lourde) et/ou L (light, chaine légere) (Figure 9). Chaque molécule de ferritine de

450 kDa peut séquestrer jusqu’a 4500 atomes de fer.
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Figure 9. Proportion des sous-unités lourdes (H) et légéres (L) composant la ferritine dans
différents tissus: Les homopolyméres de sous-unités H (H.lo) et L (Hol,s) sont représentés
respectivement en haut et en bas de la figure et les hétéropolymeres de contenu décroissant en sous-
unité H sont placés entre les homopolymeéres. Les tissus sont placés en fonction de leur quantité relative
de sous-unités H et L a droite de la figure (Ex : ferritine musculaire Hygl,, ferritine hépatique Hy3L;5.1) [9].

Seules les sous-unités H sont capables d’oxyder le fer, produisant a chaque oxydation du
peroxyde d’hydrogéne, composé réactif qui pourrait étre a l’origine de la formation de
I’hémosidérine (voir ci-dessous). Les sous-unités L seraient capables de former des centres de
nucléation de fer plus facilement et donc de stocker plus de fer. Les cellules contenant de la
ferritine riche en sous-unités L sont celles qui sont chargées du stockage du fer (hépatocytes,
macrophages) (Figure 9). Les ferritines riches en sous-unités H se retrouvent dans le cceur et le

cerveau (Figure 9).
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La ferritine sérique, souvent utilisée en clinique pour évaluer les stocks en fer ou 1’état
inflammatoire, est composée essentiellement de sous-unités L dont une partie est glycosylée. Elle
est sécrétée par les hépatocytes et les macrophages, mais son mode de sécrétion est encore mal
connu. En effet, la ferritine ne contient pas de site consensus de type peptide signal guidant la
protéine dans la voie de sécrétion. Une étude récente dans des lignées hépatomateuses tend a
montrer que la ferritine sérique est issue du méme transcrit que la ferritine cytoplasmique et que,
c’est au moment de la traduction de cet ARNm unique, sous la dépendance d’un facteur sérique
non encore identifié, que se constitue un pool de protéines a destinée cytoplasmique et un pool de
protéines a destinée de sécrétion [55].

Enfin, il existe une forme mitochondriale de la ferritine impliquée dans I’accumulation de fer
retrouvée dans les anémies sidéroblastiques (voir « Erythropoiése et synthése de I’hémoglobine »)
[56]. Cette troisieme ferritine codée par un géne de I’ADN nucléaire, posséde le méme site

ferroxydase que la ferritine H et un site d’export vers la mitochondrie [57].

L’hémosidérine se trouve dans les tissus surchargés en fer, elle est issue de la dégradation de
la ferritine dans des lysosomes. Les lysosomes contenant de 1’hémosidérine sont appelés
sidérosomes. C’est I’hémosidérine que 1’on détecte lorsqu’on fait une coloration de Perls au bleu

de Prusse?.

L’ARNm de la ferritine contient dans sa région 5’UTR un IRE. Cet élément de régulation est
reconnu par les protéines IRP produites en situation de déficience en fer qui se fixent sur I'IRE,
empéchant la traduction de la ferritine (voir « Systeme IRP/IRE»). La ferritine H est également

augmentée par le fer par une activation de la transcription de son gene [58].

Les cytokines inflammatoires entrainent une production plus importante de ferritine par
augmentation de la transcription du géne codant pour la ferritine H et de la traduction des
ARNmM des ferritines H et L [59,60]. Ainsi, une augmentation de la ferritine sérique n’est pas
forcement liée a une augmentation des réserves en fer, mais peut traduire, dans les syndromes
inflammatoires, une action directe des cytokines sur la synthéese de ferritine. Enfin, il est a noter

que I’expression du geéne codant pour la ferritine H est diminuée par 1’oncogéne c-myc [61].
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11.3. Les transporteurs membranaires de fer : DMT1, Nramp1, ferroportine

11.3.1. DMT1

DMT1 pour Divalent Metal Transporter 1 est appelé aussi Divalent Cation Transporter 1
(DCT1) [62], Nramp2 (Natural resistance associated macrophage protein 2 [63] car il est
homologue & 78% a Nramp1l) et Slc11a2 (Solute carrier family 11 de la famille des transporteurs
d’ions métal divalents couplés aux protons). DMT1 est une protéine a 12 domaines
transmembranaires permettant le transport d’'un grand nombre de cations divalents (au moins in
vitro) : Fe**, Mn®*, Ni**, Co?*, Cd**, Zn*, grace & un gradient de protons. Cette protéine ne peut
donc transporter le fer qu’a la faveur d’un pH acide (lumiere duodénale contenant des sucs
gastriques ou endosome acidifié). Elle n’est pas capable de transporter le fer ferrique (Fe®*) ce qui
nécessite la présence d’une ferriréductase en amont de DMT1 car le Fe®* soluble est rare car
toxique. DMT1 est un transporteur présent de fagon ubiquiste, mais dont I’ARNm est présent en

grande quantité dans le duodénum de souris déficientes en fer et dans le rein [64].

Le role de DMT1 a pu étre mis en évidence par I’étude de mutants naturels chez la souris et
le rat : la souris mk (pour microcytic anemia) et le rat Belgrade (b) présentent une anémie
microcytaire hypochromique sévére et peu d’animaux survivent jusqu’au sevrage. Il a été montré
que dans ces deux modeles rongeurs existe une mutation du géne codant pour DMT1 convertissant
la glycine située en position 185 (en prenant la numérotation de I’isoforme 1B) en arginine
(G185R) [65,10]. La substitution G185R entraine une mauvaise localisation de DMT1 dans
I’entérocyte, DMTT1 se retrouvant a 1’intérieur de la cellule au lieu d’étre a la surface apicale [66].
La mutation n’affecte pas seulement la fonction de DMT1 au niveau du duodénum puisque
I’administration de fer parentérale ne restaure pas la déficience en fer des globules rouges
montrant ainsi le role primordial de DMT1 dans 1’acquisition du fer par les précurseurs érythroides

(voir le cycle Tf/RTT) [67].

La création de souris KO Slclla2 conditionnel tissu spécifique utilisant la technique
Cre/LoxP a permis de confirmer le r6le primordial de DMT1 dans I’absorption intestinale de fer et
dans le cycle Tf-RTf1 des précurseurs érythroides [68]. En revanche, la présence d’une surcharge
en fer dans ces souris indique que DMT1 n’est pas essentiel pour I’entrée du fer dans 1’hépatocyte
[68] et remet en cause le role de DMT]1 dans I’acquisition du NTBI par les hépatocytes suggéré par
1I’équipe de D. Trinder [37,38].
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Récemment ont été décrits des patients présentant des mutations dans le gene SLC11A2 [69,
70]. Ces patients ont une anémie sévere et, contrairement aux modeéles mk et Belgrade, une
surcharge tissulaire en fer. Il semble que, chez ces patients, le déficit de DMT1 au niveau duodénal
soit compensé par d’autres voies d’entrée du fer (augmentation de 1’absorption du fer héminique
par exemple) et que I’anémie s’explique par une érythropoiése inefficace. La surcharge en fer
associee est probablement liée au stockage du fer non utilisé par les précurseurs érythroides. Cette
hypothése est renforcée par I’expérience de transplantation de cellules souches hématopoiétiques
KO Slclla2 dans une souris irradiée portant le gene sauvage : un défaut uniquement au niveau
hématopoiétique suffit a reproduire a la fois 1’érythropoic¢se inefficace et la surcharge en fer
hépatique [68].

11.3.2. Nrampl

Nrampl (Natural resistant associated macrophage protein 1) tient son nom du fait que des
souris mutées pour ce géne présentent une susceptibilité accrue aux infections par des pathogénes
intracellulaires [71]. Nrampl, récemment renommée Slcllal (de la méme famille que Nramp2
alias DMTL1), est une protéine tres hydrophobe de 56 kDa, formant 12 domaines
transmembranaires, présente exclusivement dans les monocytes et macrophages [71]. Nrampl est
localisée dans les lysosomes et les endosomes tardifs et recrutée rapidement a la membrane des
phagosomes matures. La transfection d’une lignée de macrophages dépourvue de Nrampl
endogene (lignée RAW264.7) avec des constructions portant la séquence codante de Nrampl a
permis de démontrer son réle de transporteur de fer au niveau du phagosome [72,73]. Ce transport
pourrait se faire dans les deux sens (vers I’intérieur du phagosome ou vers le cytosol) en fonction

du pH.
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11.3.3. Ferroportine

Découverte indépendamment par trois groupes différents, elle a hérité de trois noms
différents : Ferroportinl ou ferroportin [74], Iregl (Iron regulated protein 1) [75], MTP1 (Metal
Transporter Protein 1) [76], pour s’appeler par la suite Slcl1a3 (solute carrier family 11 member
3) et Slc40al (solute carrier family 40 member 1). C’est a ce jour le seul exporteur cellulaire de fer

connu.

Sa topographie (de 9 a 12 domaines transmembranaires) [77,78] et sa présence sous forme de
dimere [79] ou monomére [80] sont encore sujettes a controverse. La ferroportine est retrouvée
dans le duodénum a la membrane basolatérale des entérocytes [75], faiblement dans les
hépatocytes [76,74], dans les macrophages de la rate, des poumons [81] et du foie [76,74], dans le

placenta [75], dans le cerveau [76,82], dans le rein et dans le cceur [76].

La ferroportine, comme la ferritine, porte un IRE dans la partie 5’UTR de son ARNm (voir
Systéeme IRP/IRE). Il a été montré, qu’in vitro cet IRE est fonctionnel dans trois lignées cellulaires
: HepG2 (lignées hépatomateuse), CaCo2 (lignée de carcinome intestinal) et U937 (lignée lympho-
monocytaire) [83]. Trés récemment, il a été décrit, dans les cellules érythroides, I’existence de
transcrits alternatifs de la ferroportine avec des formes ne possédant pas d’IRE. Selon les auteurs,
la présence de ces formes dépourvues d’IRE pourrait expliquer 1’absence de régulation de la

ferroportine par le fer dans ces cellules [27].

Il semble admis que la ferroportine est produite en plus grande quantité dans un macrophage
traité au fer, via une augmentation des taux d’ARNm et une augmentation de la traduction, comme
attendue, par le systeme IRP/IRE [84,85]. En revanche, dans le duodénum, la ferroportine semble
répondre essentiellement a une régulation systémique plus qu’a un stimulus local [86,87]. En effet,
dans le duodénum, la ferroportine est augmentée et non diminuée en situation de déficience en fer
[75]. Cette régulation systémique de la ferroportine a été élucidée récemment par la découverte du
role de I’hepcidine : ’hepcidine est capable de lier la ferroportine et conduit a son internalisation
et sa dégradation ex vivo [88]. Ces resultats ont, par la suite été reproduits par une autre équipe
[89] et la diminution des taux protéiques de ferroportine par 1’hepcidine a été retrouvée in vitro

dans les macrophages [90,91].

Le traitement de macrophages au lipopolysaccharide (LPS), entrainant une réaction
inflammatoire, conduit a la diminution du taux d’ARNm codant pour la ferroportine [81]. Cette
diminution de la transcription par un mécanisme encore inconnu pourrait expliquer en partie la

rétention de fer dans les macrophages des patients ayant une inflammation.

26



11.4. Les ferriréductases : Dcytb et Steap3
11.4.1. Dcytb

La réductase Dcytb (Duodenal Cytochrome b ou Cybrd1) a été clonée en 2001[92]. Dcytb est
une protéine membranaire présente a la surface apicale des entérocytes. Elle est egalement
présente dans le foie et la rate [93]. Elle contient deux sites potentiels de fixation de I’héme. Elle
est homologue au cytochrome b561. La quantité de Dcytb est augmentée dans le duodénum de
souris anémiques (modéle hpx, voir paragraphe « transferrine ») et en situation d’hypoxie [92], ou

de souris en régime pauvre en fer [92].

Le role de Dcytb dans 1’absorption intestinale a été¢ récemment remis en cause par la création
de souris KO pour ce gene [4]. Ces souris ne présentent en effet pas d’anémie ou de diminution
des réserves en fer comme on pouvait s’y attendre et tel que I’on peut ’observer chez les animaux

mutés pour le transporteur DMT1 [10,68] (voir ci-dessus).

11.4.2. Steap3

Steap 3 pour Six-Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate 3 (aussi appelée pHyde,
TSAP6 et Dudulin2) a été identifiée par I’étude des souris mutantes nm1504 comme la
ferriréductase endosomale impliquée dans la capture du fer apres endocytose de 1’holoTf. Les
souris nm1504 ont un phénotype pléiotropique (alopécie, infertilit¢ male, hydrocéphalie, anémie
hypochromique microcytaire) due a une large délétion génomique (41,6 Mb) [94]. Le géne
responsable de I’anémie, Steap3, a été identifié par clonage positionnel et son role direct a été
démontré par des expériences de restauration de ’anémie des souris Nnm1504 par 1’apport de
Steap3 sauvage [11]. Cette protéine est une protéine transmembranaire contenant deux histidines
capables de lier une molécule d’héme et elle posséde une activité ferrireductase NAD(P) H
dépendante. Elle est synthétisée dans les tissus hematopoiétiques et dans le foie adulte. Dans le

foie des souris nm1504, le déficit en Steap3 est probablement compensé par d’autres réductases.
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11.5. Les ferroxydases : la céruloplasmine et I’héphaestine

11.5.1. Céruloplasmine (CP)

La céruloplasmine est une ferroxydase circulante produite par le foie. La CP circulante
facilite, par sa fonction d’oxydation du fer, la sortie du fer des cellules. Elle présentant une activité
pphenylenediamine oxydase [95]. Sa couleur vient des trois atomes de cuivre qu’elle contient
essentiels a son activité¢ ferroxydase. Cette activité n’a été reconnue qu’en 1960 par 1’équipe de
Curzon [96] puis par celle de Osaki, Johnson et Frieden [97]. La demi-vie de la CP est de 5,5 jours

dans le sang.

Dans I’hépatocyte, deux transcrits de 3,7 et 4,2 kb sont issus du géne codant pour la
ceruloplasmine et sont ensuite traduits pour former la protéine de 1046 acides aminés sécrétée
dans le sang. Les sources extrahépatiques de CP sont moins abondantes, il s’agit de la rate et des
poumons. De plus, dans le cerveau et les testicules, la CP est produite sous une forme ancrée a la
membrane par un groupement GPI [98,99]. Cette forme de CP pourrait jouer un rdle dans le
transport du fer a travers les barriéres séparant le compartiment sanguin du cerveau et des cellules

germinales. La CP est également détectable dans le sac vitellin et le foie foetal.

Le taux sérique de CP est augmenté lors d’une inflammation suite a ’augmentation de la
transcription du gene dans les hépatocytes, la CP est a ce titre une protéine de la phase aigué de
I’inflammation [100]. La synthése de CP est également augmentée par les oestrogenes. La
présence d’un ¢lément de réponse a HIF dans le promoteur du geéne indique que la CP est induite

en situation d’hypoxie [71].

L’absence de céruloplasmine par délétion génétique chez la souris entraine 1’accumulation
du fer dans les hepatocytes et les macrophages, confirmant le role essentiel de la CP pour I’export
du fer de ces cellules [101,102]. Dans les souris KO Cp, I’accumulation de fer dans le cerveau,
caractéristique de I’acéruloplasminémie, est présente [101] ou non [103] selon le fond génétique
des souris. Récemment, I’hypothése d’un rdle de la céruloplasmine dans 1’absorption intestinale de

fer en situation d’anémie a été proposée par 1’étude de souris KO Cp ayant subi des saignées [104].
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11.5.2. Héphaestine

L’héphaestine est une protéine homologue a la céruloplasmine mais, elle n’est pas sécrétée,
elle est intégrée a la membrane plasmique : elle possede un passage membranaire en position C-
terminale [105]. Le géne codant pour 1’héphaestine est fortement exprimé dans I’intestin gréle et
faiblement dans le colon, le cerveau, la rate, les poumons et le placenta [106]. L’héphaestine n’est
pas présente dans les cellules de la crypte, et, dans I’entérocyte, la protéine héphaestine est
localisée dans un compartiment supranucléaire qui pourrait servir de réserve [106] et a la
membrane basolatérale [107]. A la membrane basolatérale, elle permettrait 1’oxydation du fer

exporté par la ferroportine et ainsi la fixation du fer oxydé a la Tf.

La découverte de I’héphaestine s’est faite par I’é¢tude de souris sla (pour sex linked anemia),
mutation apparue apres irradiation [105]. Ces souris présentent une anémie ferriprive associée a
une surcharge en fer des entérocytes. L’étude génétique de ces souris a montré que le géne Heph
est délété de 582 bases conduisant a la production d’une protéine tronquée [105]. Cette protéine
tronquée, n’est plus présente a la membrane basolatérale de 1’entérocyte mais uniquement dans le

compartiment intracellulaire supranucléaire [107].

L’héphaestine, comme la ferroportine, semble étre régulée au niveau protéique par un
stimulus systémique plutdt que par les quantités de fer intracellulaires [87]. Elle ne posséde pas
d’IRE dans son ARNm. Dans la souris sla, qui est anémique et dont les entérocytes sont
surchargés en fer, I’héphaestine est augmentée [87,105] comme chez les souris en régime pauvre
en fer [108,106] alors que des souris traitées par un régime riche en fer expriment autant le gene
Heph que des souris contréles [87]. Aucune mutation dans le gene HEPH n’a été décrite a ce jour

chez des patients atteints d’anémie ferriprive sévere.

11.6. Transport de I’héme : I’haptoglobine, ’hémopexine, HCP1 et FLVCR
11.6.1. Haptoglobine

L’haptoglobine est une protéine de la réponse inflammatoire aigué. Elle est synthétisée par le
foie et induite par des cytokines telles I’IL-6, I’IL-1 et le TNF. C’est une a2-sialoglycoprotéine
composée d’une chaine clivée en deux chaines, la chaine o N-terminale et la chaine B C-terminale.
L’haptoglobine a pour fonction de complexer 1’hémoglobine circulante car I’hémoglobine libre,
comme le fer libre, est trés réactive et entraine la formation de radicaux libres et la peroxydation
des lipides. L haptoglobine, contrairement a la transferrine ou 1’hémopexine, n’est pas recyclée

mais dégradée apres endocytose.
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Outre sa fonction de liaison a I’hémoglobine, I’haptoglobine est également capable d’agir en
tant qu’agent bactériostatique, d’inhiber la synthése de prostaglandines et 1’angiogénése [109]. Les
souris deficientes en haptoglobine [110], présentent une accumulation de fer dans le rein
(probablement liée au captage de 1’hémoglobine libre par le récepteur mégaline-cubiline) avec
I’age. Lorsque les souris KO haptoglobine sont traitées par un agent hémolytique, la survie des
souris est diminuée, et le stress oxydant augmenté par 1’absence d’haptoglobine. Ainsi ces
expéeriences montrent le role essentiel de I’haptoglobine pour complexer 1’hémoglobine et éviter

les dommages liés a cette hémoglobine libre.

Le récepteur de I’haptoglobine a récemment été cloné [111], il s’agit d’un récepteur de la
famille SRCR (Scavengor Receptor Cystein Rich), appelé CD163. Le gene codant pour le
récepteur de I’haptoglobine est exprimé uniquement par les monocytes et les macrophages
tissulaires. 1l ne semble pas étre exprimé par les hépatocytes, posant la question du mode
d’acquisition du complexe haptoglobine-hémoglobine par ces cellules. Le CD163 est induit,
comme 1’haptoglobine par 1I’IL-6 mais également par I’'TL-10 et les glucocorticoides. Ce récepteur
n’est pas capable de lier I’haptoglobine ou I’hémoglobine libre, ce qui explique qu’en absence

d’haptoglobine, I’hémoglobine soit anormalement distribuée dans les tissus [112].

11.6.2. H&émopexine

L’hémopexine, comme 1’haptoglobine, est une protéine inflammatoire de phase aigué.
C’est une glycoprotéine protéine plasmatique de 60kDa synthétisée par le foie composée d’une
seule chaine polypeptidique de 439 acides aminés. Son affinité pour I’heme est tres forte, la plus
forte des protéines plasmatiques. Le complexe hémopexine-héme est reconnu par un récepteur
spécifique produit principalement par les hépatocytes. Apres endocytose et catabolisme de I’heme,

I’hémopexine et son récepteur sont recyclés [113].

11.6.3. HCP1

HCP1 (Heme Carrier Protein 1) a été identifié trés récemment 1’équipe d’A. McKie par
hybridation soustractive faite a partir d’ARN de duodénum et d’iléon de souris hpx (voir
paragraphe sur la Tf) comme un récepteur de ’héme spécifique situé a la membrane apicale de
I’entérocyte [3]. En effet, le géne Hcpl est exprimé dans les entérocytes de 1’intestin gréle, mais il
n’est pas exprimé dans I’iléon, ce qui a permis son identification. HCP1 qui est détectée a la
membrane apicale des entérocytes, aurait 9 domaines transmembranaires. La protéine HCP1 est

homologue aux transporteurs bactériens des tétracyclines métalligues a 12 domaines
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transmembranaires. Cette homologie est probablement liée a la similarité de structure entre 1’héme
et la tétracycline. La surexpression d’HCP1 augmente ’acquisition d’héme par les cellules de
fagcon dépendante de la température et saturable. Ce transport d’héme est aboli par traitement des
cellules avec des siRNA dirigés contre HCP1. Enfin, les taux d’ARNm Hcpl seraient augmentés

chez des souris en hypoxie [3].

11.6.4. FLVCR

Le récepteur FLVCR (pour Feline Leukemia Virus subgroup C Receptor) est utilisé par un
virus qui provoque une aplasie des GR chez les félins, avec absence de CFU-E et de progeéniteurs
érythroides. Cette protéine est présente a la surface des progéniteurs érythroides, mais 1’expression
de son géne est réprimée dans la phase terminale de 1’érythropoic¢se. Cette perméase a été
identifiée tres récemment comme permettant 1’export de I’héme des progéniteurs érythroides [26].
Le traitement d’une lignée érythroide (cellules K562) par des anticorps bloquants dirigés contre
FLVCR a montré que la présence de FLVCR est essentielle a la différenciation de cette lignée
[26]. Le role de FLVCR dans les progéniteurs érythroides n’est pas complétement connu, mais il
pourrait agir pour prévenir I’accumulation toxique d’héme. La forte expression du gene codant
pour cet exporteur de I’héme dans des lignées cellulaires intestinale (CaCo2) et hépatique (HepG2)

laisse a supposer qu’il pourrait jouer un role dans ces types cellulaires [26].

11.7. L’héme oxygénase (HO) : enzyme de dégradation de I’héme

L’héme oxygénase est une enzyme membranaire qui permet de dégrader 1’héme en
monoxyde de carbone (CO), en fer (Fe**) et biliverdine. Il existe trois isoformes d’héme
oxygénase. L’héme-oxygénase 2 (HO-2) est constitutivement active et présente de facon
majoritaire dans tous les organes sauf dans la rate. Produite en grande quantité dans le cerveau,
elle semble jouer un réle important de protection des neurones contre le stress oxydant et le CO
produit par la dégradation de I’héme sert de neurotransmetteur. Ainsi, une déficience en HO-2
chez la souris entraine d’importantes anomalies du systéme nerveux central et périphérique [114].
L’héme-oxygénase 3 (HO-3) ne semble pas avoir d’activité catalytique. C’est donc I’héme-
oxygenase 1 (HO-1) présente en grande quantité dans le macrophage qui participe a
I’érythrophagocytose (voir plus haut) [115]. Elle est induite au cours de I’EP, par I’héme et
également par le stress cellulaire. Des souris KO HO-1 présentent ainsi une accumulation de fer
dans le macrophage [29]. Yachie et al. rapportent qu’une déficience en HO-1 chez un garcon de 6
ans est associée a un retard de croissance et une anémie hémolytique sevéres. Le rein et le foie de

ce patient est surchargé en fer [116].
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11.8. Mégaline-cubiline

La cubiline est une protéine de 460 kDa sans domaine transmembranaire capable de se lier a
la vitamine B12 dans I’intestin, I’ApoA1, ’'HDL et I’albumine dans le rein et le sac vitellin. Elle a
¢galement pour ligand la transferrine et I’hémoglobine dans le rein. L’affinité de la cubiline est la
méme pour 1’apo- et I’holo-Tf. La cubiline interagit avec la mégaline qui peut, elle aussi, se lier a
d’autres molécules. La mégaline, par son domaine transmembranaire, permet I’ancrage a la

membrane du complexe mégaline-cubiline-ligand puis son internalisation.

Alors que la présence de la mégaline est détectée dans plusieurs cellules épithéliales, la
cubiline est retrouvée dans un nombre plus restreint d’organes (intestin gréle, sac vitellin,
cytotrophoblaste, tubule proximal du rein). Ce complexe serait responsable de la clairance de

I’hémoglobine libre du sang vers le rein lors d’une hémolyse.

Le complexe mégaline-cubiline est retrouvé a la surface apicale du tubule proximal dans le
rein. Des souris KO mégaline présentent une accumulation de la Tf liée & la cubiline & la surface
apicale des tubules rénaux [117]. Une fois prise en charge par la mégaline-cubiline, la Tf n’est pas

recyclée comme apres liaison a R-Tf mais dégradée dans les lysosomes.

11.9. IRP (Iron Regulatory Protein) 1 et IRP2

Chez les mammiféeres, deux protéines IRP ont été identifiées. IRP1 aussi appelée aconitase
cytosolique 1 (ACO1) possede un complexe fer-soufre (Fe-S). IRP2 (ou IREB2 pour IRE-Binding
protein 2) est homologue & 79% a IRP1, mais ne posséde pas d’activité aconitase ni de complexe
Fe-S [118].

Ces protéines reconnaissent des éléments de régulation présents en 5’ ou 3° UTR de ’ARNm
de leurs genes cibles (TfR1, DMT1, ferritines H et L, ferroportine, eALAS, aconitase
mitochondriale). L’interaction des IRP avec un IRE en 5’UTR empéche la traduction de I’ARNm
alors que ’interaction des IRP avec un IRE situ¢ en 3° UTR stabilise I’ARNm. Quand le fer est
abondant dans la cellule le complexe Fe-S d’IRP1 peut se former et IRP1 a alors une activité
aconitase. Lorsque le fer vient a manquer le complexe est destabilisé et la protéine acquiert une
activité de liaison aux IRE. En présence de fer ou d’héme, IRP2 est dégradée par le protéasome
(voir « Systeme IRP/IRE ») (Figure 13).
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Outre le fer, des expériences in vitro ont montré que les IRP sont sensibles a I’hypoxie, au
stress oxydant et a des stimuli inflammatoires suggérant un role plus large que celui de régulateurs
du métabolisme du fer [118,119].

L’absence totale d’IRP chez la souris (souris Irpl-/- Irp2-/-) provoque une létalité
embryonnaire montrant le réle essentiel des IRP dans le développement embryonnaire [120]. Les
souris Irp2-/- exprimant seulement le gene Irpl présentent une anémie microcytaire modérée et
une distribution altérée du fer dans les organes, probablement due a une diminution des taux de
RTf1l et une augmentation de la ferritine par perte de régulation posttranscriptionnelle dans les
précurseurs érythroides [121,122]. Il a également été décrit dans un modele Irp2-/- une atteinte
cérébrale due a une accumulation de fer dans le cerveau chez ces souris [123], mais ce phénotype
n’est pas reproduit dans un autre modéle d’invalidation du géne Irp2 [124]. Les souris Irpl-/-
n’ont pas de phénotype détectable laissant supposer qu’IRP2 est capable de compenser pour la

fonction d’IRP1 en conditions physiologiques [125].

11.10. HFE

Le géne HFE est situé sur le chromosome 6 en position p22.2. 1l code pour une protéine
membranaire atypique de la famille des protéines du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)
de classe 1. Comme toutes les protéines du CMH I, HFE a besoin de se lier a la 2-microglobuline
pour se replier correctement et pour se retrouver a la surface des cellules. Mais il semble, d’apres
sa structure tridimensionnelle, qu’elle soit incapable de présenter un peptide comme les autres
molécules du CMH | [126]. La protéine HFE est également capable de se lier a RTf1 et interfere
entre la liaison de RTfl et Tf-Fe2 [127,128] (Figure 10), mais le rdle fonctionnel de cette

interaction au niveau de la captation du fer reste tres controversé [129].

Figure 10. Diagramme en ruban représentant le complexe HFE-B2m-RTf1-Tf [129]
En vert est figurée la Tf et ses deux lobes N terminal et C terminal ; en jaune-rouge-orange, RTf1 ; en bleu
HFE ; en bleu clair la B2-microglobuline. Les parties hydrophobes membranaires ne sont pas représentées.
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L’ARNm du geéne HFE est présent en grande quantité dans I’intestin gréle et dans le foie
[130], il est faiblement détecté dans les tissus lymphoides [131]. La protéine est retrouvee dans les
cryptes des villosités duodénales, colocalisant avec RTf1l [132]. Dans le foie, on pensait pendant
un certain temps que la présence de la protéine HFE était restreinte aux cellules de Kupffer et aux
cellules épithéliales biliaires [133,134] puis, probablement suite a la production de meilleurs
anticorps, il est maintenant admis que HFE est également présente dans les hépatocytes [130].
Enfin, dans le placenta, HFE colocalise avec RTfl a la membrane apicale des

syncitiotrophoblastes, mais le réle de HFE dans le placenta reste a determiner [135].

Aujourd’hui, méme si le role de la protéine HFE n’est pas encore complétement établi, on
pourra retenir que ’activité de la protéine est complexe et dépendante du type cellulaire. Dans les
cellules qui n’exportent pas le fer (HeLa, HEK293) la surexpression de HFE entraine une
diminution du fer intracellulaire par diminution de I’entrée du fer (compétition avec I’holoTf pour
la fixation avec le RTf1) [136,128]. A I’inverse, dans les cellules qui exportent naturellement le fer
via I’exporteur ferroportine (lignée HT29 de type duodénale [137], macrophages ou lignée THP-1
de type macrophagique [138,139]), la surexpression de HFE augmente le pool intracellulaire de fer
en inhibant 1’export du fer. Ce r6le de HFE serait indépendant de sa liaison avec RTfL1.

Des mutations de ce géne, empéchant la liaison de HFE avec la f2-microglobuline et la
présence de HFE a la surface cellulaire, sont a I’origine de I’hémochromatose héréditaire, maladie
de surcharge martiale multiviscérale. Ce role dans I’hémochromatose héréditaire a été confirmé
par la génération de souris KO Hfe et de souris Kl (knock-in) portant la mutation C282Y
impliquée dans 80% des cas d’hémochromatose héréditaire. Ces souris reproduisent en effet toutes
les caractéristiques de la maladie humaine exceptées les complications hépatiques (fibrose,
cirrhose, hépatocarcinome) [140]. Il est en effet connu que la souris est une espece résistante a la

carcinogenese du foie [141].
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I11. Le récepteur de la transferrine et sa forme soluble

I11.1. Les récepteurs de la transferrine : R-Tfl et R-Tf2
111.1.1. Structure du R-Tf1

Comme pour la transferrine, le géne TfR1 humain est situé sur le chromosome 3(3g26) ; il
s'étend sur plus de 31 Kb et est constitué de 19 exons [142]. Le RTf est une glycoprotéine
transmembranaire de structure homodimérique, de masse moléculaire égale a 190 kDa [143].
Chaque monomeére contient 760 acides amineés répartis en trois domaines (Figure 11) :

Le domaine cytoplasmique comporte I'extrémité N-terminale de la molécule, il contient 61
acides aminés. La sérine en position 24 est un site de phosphorylation par la protéine kinase C.
Une séquence peptidique particuliere (tyrosine-thréonine-arginine-phénylalanine) dans cette région
est considérée comme signal indispensable a I'endocytose [144]. L'acylation par l'acide palmitique
en position 52 résulte d'une modification post-traductionnelle qui favorise I’endocytose [145] ; les

récepteurs non acylés subissent une endocytose plus rapide.

Le domaine transmembranaire contient 28 acides aminés a prédominance hydrophobique. Il
fonctionne durant la phase de synthese comme signal de translocation a travers le réticulum

endoplasmique.

Le domaine C-terminale extracellulaire contient 671 acides aminés. Les deux monomeres
sont unis par deux ponts disulfures en position 89 et 98. Il existe trois sites de N-glycosylation en
position 251, 317 et 727 et un seul site de O-glycosylation sur un résidu thréonine en position 104.
Chaque molécule de récepteur peut fixer deux molécules de transferrine, mais le site de liaison est

actuellement inconnu.

Plusieurs sites de glycosylation sont présents sur cette protéine et semblent jouer un réle dans
la liaison a la transferrine, dans la localisation cellulaire et dans la protection contre le clivage.
Chague monomeére de R-Tf peut se lier a une molécule de transferrine mais les acides aminés
impliqués dans cette liaison n‘ont pas encore été identifiés. La biosynthese du R-Tf suit les voies
métaboliques des autres glycoprotéines de surface. Trois modifications post-traductionnelles se
produisent soient la glycosylation, I'acylation et la phosphorylation. La demi-vie du R-Tf varie de

14 heures a 3 jours selon le type cellulaire.
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Figure 11 : Structure du récepteur de la transferrine [146]. L'extrémité N-terminale est dans le
cytoplasme. Le domaine extracellulaire comporte deux ponts bisulfure unissant les deux monomeres, trois
sites de N-glycosylation et un site d'O-glycosylation. Le récepteur sérique circulant est une forme
tronquée par protéolyse entre les acides aminés 100 et 101.

Le gene codant pour R-Tfl est exprimée par tous les types cellulaires a 1’exception des
érythrocytes matures. Toutefois son expression est la plus élevée dans les précurseurs érythroides
(cellules synthétisant 1’hémoglobine), les hepatocytes, les monocytes, les cellules formant la
barriére hématoencephalique et les cellules normales en phase de division rapide ainsi que dans les

cellules malignes.

Les précurseurs des erythrocytes contiennent plus des deux tiers des R-Tf de 1’organisme
[147]. Le récepteur est exprime des le stade BFU-E (Burst forming unit-E) qui est constitué des
progéniteurs spécialisés les plus primitifs de la lignée érythrocytaire [147]. Son expression
augmente au fur et a mesure de la maturation cellulaire pour atteindre un maximum au stade
érythroblaste intermédiaire (800 000 R-Tf/cellule) pour ensuite diminuer a 100 000 R-Tf/cellule

chez les réticulocytes circulants puis aller jusqu’a disparaitre chez les érythrocytes matures [148].
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I11.1.2. Fonction du R-Tf

Le R-Tf membranaire est indispensable a I’internalisation du fer li¢ a la transferrine. Le
modele d’internalisation du fer 1ié a la transferrine par le R-Tf recycle le complexe Tf-R-Tf et
s’appelle le "transferrin-to-cell cycle”. Ce modéle débute par la liaison de la transferrine diferrique
a son récepteur specifique a la surface cellulaire (Figure 2). Les complexes Tf-R-Tf sont
internalisés par endocytose suite a la formation de puits tapissés de clathrines qui s’invaginent
pour former des endosomes. Les endosomes formés subissent une acidification progressive
ATPase-dépendante. La libération du fer li¢ a la transferrine s’effectue a un pH d’environ 5,5. Le
fer ainsi libéré est alors soit utilisé par la cellule, soit emmagasiné par la ferritine [149]. Au pH
acide de I’endosome, 1’apotransferrine a une forte affinité pour le récepteur. Les complexes Tf-R-
Tf ne fusionnent pas avec les lysosomes et sont retournés a la surface cellulaire. Au pH
physiologique a la surface cellulaire, I’affinité de 1’apotransferrine pour le récepteur est perdue.
Elle se sépare donc de son récepteur et retourne dans le plasma. Le transit du complexe Tf-R-Tf ne
dure que 10 min [150]. On estime que le tiers des R-Tf se trouve a la surface des cellules, les deux

tiers restants sont impliqués dans le phénoméne d'endocytose [149].

L’affinité¢ du R-Tf est maximale pour la transferrine diferrique (2 & 7 x10”° M) soit de 30 &
500 fois plus ¢élevée que celle pour la transferrine monoferrique et 1’apotransferrine,
respectivement [151]. Il en résulte que 1’apport en fer aux cellules s’effectue principalement par la
transferrine diferrique dont la concentration circulante (30 - 40 uM saturé a 30% chez les individus
normaux) est suffisante pour saturer tous les R-Tf. La régulation du R-Tf est cruciale pour
optimiser la quantité de fer acquise par les cellules en réponse aux besoins métaboliques et pour

prévenir I’accumulation excessive qui pourrait mener a la formation de radicaux libres toxiques.

Dans les cellules cryptales de I’intestin, le R-Tf se lie a la protéine HFE (Hemochromatosis
gene product HFE). Cette liaison agit comme mécanisme de contréle du fer internalisé puisqu’elle
diminue I’affinité du récepteur pour la transferrine [152,126]. La mutation ponctuelle C282Y de
I’HFE entraine la production d’une protéine non fonctionnelle qui ne peut participer a ce
mécanisme de régulation. 1l en résulte une captation incontr6lée du fer et son accumulation

excessive dans les tissus.
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111.1.3. Régulation de I’expression

L’homéostasie intracellulaire du fer est assurée par une régulation post-transcriptionnelle des
génes codant pour le R-Tf et pour la ferritine, étroitement liée a la concentration intracellulaire en
fer. La régulation de la synthese des deux protéines s'effectue en sens inverse. Les ARNm de la
ferritine et du R-Tf possédent respectivement, dans leurs extrémités 5' et 3' non traduites, une
séquence oligonucléotidique particuliére de structure tige-boucle dénommeée iron responsive
element (IRE) (Figure 12 et 13) [153]. Les IRE ont une affinité élevée pour des protéines
cytosoliques, les iron regulatory proteins (IRP1 et IRP2).

L’activité de liaison a I’ARNm des IRP est coordonnée avec la concentration en fer par la
modulation de la conformation des protéines. Lorsque la concentration cellulaire est faible en fer,
I'IRP1 se fixe sur I'lRE : cela blogue la traduction et la synthese de ferritine et favorise I'expression
du géne de R-Tf en protégeant I'ARNmM du récepteur de la dégradation par les ribonucléases [154].
Il s'en suit une augmentation de la densité des R-Tf a la surface des progéniteurs érythropoiétiques.
Inversement, si la cellule est riche en fer, I'lRP1 possede une forme plus compacte avec un centre
fer-soufre (cluster 4Fe-4S), elle perd son affinité pour I'IRE, ce qui permet la traduction de
I’ARNm de la ferritine et favorise I’entreposage du fer. Par ailleurs, la dégradation de I’ARNm du
R-Tf est accélérée limitant la synthése du R-Tf et par la méme occasion 1’acquisition du fer
(Figure 13). Ce mécanisme permet aux cellules de coordonner I’acquisition et 1’entreposage du fer

selon sa disponibilité et leurs besoins martiaux.

Dans le cas des cellules érythroides, I’expression du R-Tf est plutdt régulée au niveau
transcriptionnel par des facteurs de croissance ou de différentiation cellulaire et serait plus
indépendante du contenu intracellulaire en fer [155,156]. Le contrble transcriptionnel de
I’expression du géne du R-Tf est aussi possible dans d’autres types cellulaires en stade de
prolifération [157].

Par ailleurs, la surexpression de R-Tf par les cellules malignes pourrait étre exploitée pour
développer une thérapie sélective. En effet, les anticorps contre le R-Tf, qui inhibent la liaison de
la transferrine, exercent un effet cytostatique sur les cellules malignes [147]. De plus, des
conjugués entre une drogue (ex: daunorubicine) et la transferrine ou des conjugués entre une
drogue et un anti-R-Tf ont également été synthétisés afin de permettre de cibler les cellules en état
de prolifération. lls ont démontré des effets cytotoxiques sur des cellules cancéreuses [147] mais
cette toxicité n’était pas spécifique aux cellules malignes, d’autres cellules riches en R-Tf étaient

également affectées.
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111.1.4. Le R-Tf2

Le géne codant pour R-Tf2 (TFR2), cloné en 1999 par Kawabata et al. [158], est a I’origine
de deux transcrits, une forme a de 2,9 kb et une forme B de 2,5kb. Il est probable que la forme f
qui ne posséde pas les exons 1, 2 et 3, représente une forme intracellulaire soluble du récepteur. La
forme a est majoritairement exprimée dans le foie et également dans les précurseurs érythroides et
les cellules duodénales (cryptes et villosités) [159], alors que la forme B est faiblement exprimée
dans tous les tissus [158]. R-Tf2 est également exprimé par un grand nombre de lignées cellulaires

dérivées de tumeurs solides de différents tissus [39].

Plusieurs équipes ont montré que la quantité de protéine R-Tf2 était augmentée in vitro par
traitement de lignées cellulaires a I’holoTf [39,41] mais pas apres traitement au fer non lié a la Tf
[40]. De plus, in vivo, lors d’une surcharge en fer expérimentale (régime riche en fer) ou
pathologique (souris KO Hfe, souris thalassémiques), les taux de R-Tf2 sont également augmentés
[41]. Cette augmentation de quantité de protéine R-Tf2 n’est pas liée a une augmentation de
I’ARNm [41] mais serait due & une augmentation de la demi-vie de la protéine [40]. Cette
régulation de R-Tf2 par le fer est difféerente de celle de R-Tfl. En effet, ’ARNm R-Tf2,
contrairement & celui de R-Tf1, ne possede pas de séquence IRE. D’autre part, alors que R-Tf1 est

régulé négativement par le fer, la surcharge en fer augmente la quantité de R-Tf2.

Le R-Tf2 est homologue a R-Tfl (45% d’identité et 66% de similarit¢ dans le domaine
extracellulaire) mais lie I’holoTf avec une affinité 25 fois plus faible. [158,42]. Enfin, R-Tf2 n’est
pas capable de lier la protéine HFE.

L’implication de R-Tf2 dans I’hémochromatose héréditaire [160] suggére que R-Tf2 aurait

un role de régulation de I’homéostasie du fer via la régulation de 1’expression du geéne hepcidine

[161].

39



I11.2. La forme soluble (circulante) Rs-Tf ou (STfR)

Le récepteur soluble de la transferrine (Rs-Tf) a été isolé du sérum humain par
chromatographie d'immunoaffinité avec un anticorps monoclonal [162]. Le Rs-Tf est une forme
tronquée du récepteur membranaire qui a perdu ses domaines cytoplasmique et transmembranaire
ainsi que les ponts disulfures qui retenaient ensemble les deux monomeres. Le clivage s'effectue
dans le domaine extracellulaire entre I'arginine (position 100) et la leucine (position 101) (Figure
11). 1l s'agit donc d'une forme monomérique circulante de masse moléculaire d’environ 85 kDa
ayant toujours la capacité de lier une molécule de transferrine. Dans le plasma, le Rs-Tf se trouve
sous forme de complexe avec la transferrine mono ou diferrique ; le poids moléculaire de ce

complexe est d’environ 320 kDa [162].

Chez les sujets normaux, moins de 1 % de récepteurs intacts, provenant probablement de la
lyse cellulaire. La majorité est sous forme tronquée monomeérique. Dans certaines pathologies,
telles que la drépanocytose, I'anémie hémolytique auto-immune et le purpura thrombocytopénique,

le pourcentage de récepteurs intacts peut notablement augmenter [162].

Dans le modéle d’endocytose "transferrin-to-cell cycle™ décrit précédemment (figure 2), une
fraction mineure du complexe transferrine-récepteur participe a une voie différente (secondaire)
d’endocytose [150]. Dans cette voie, la membrane de la vésicule d’endocytose contenant le
complexe transferrine-récepteur forme de multiples invaginations conduisant a une structure
nommeée endosome multivésiculaire. Chaque microvésicule portant a sa surface un R-apoTf
s’appelle un exosome. La protéolyse est effectuée par une sérine protéase associée a la membrane
et se produit a I'intérieur de 1’endosome multivésiculaire entre les positions 100 et 101 du
récepteur donc avant I'exocytose. Le Rs-Tf serait ensuite relaché par exocytose et pourrait lier la
transferrine dans la circulation. Les facteurs cellulaires qui déterminent quelle voie d’endocytose
utilise un complexe transferrine-récepteur restent a étre déterminés. Tout ce qu’est confirmé c’est

que cette perte du récepteur est un phénomene de maturation érythroide.

La protéolyse du récepteur membranaire est fortement influencée par la présence d'une O-
glycosylation en position 104 qui exerce un rdle protecteur contre le clivage enzymatique [163]. La
taille et la charge de la chaine glycanique conditionnent la susceptibilité du R-Tf a la protéolyse,
particulierement les résidus sialylés : si la chaine est longue et chargee, le R-Tf est résistant.
L'intégrité du domaine cytoplasmique est un facteur de protection contre la protéolyse. La
production de récepteurs mutants avec perte des amino-acides cytoplasmiques s'accompagne d'un
clivage en position 91 [164]. De plus, le type cellulaire et la concentration intracellulaire de

protéase peuvent influencer la formation de Rs-Tf [164].

40



Chez I’humain, les précurseurs médullaires érythroides constituent la source principale des
Rs-Tf [150]. On estime que la moelle osseuse exprime plus de (80 a 95%) de la totalité des
récepteurs contenus dans 1’organisme [165] : cela explique la bonne corrélation existant entre la
concentration sérique des Rs-Tf et l'activité proliférative de la moelle. Par conséquent, des
changements dans les taux de Rs-Tf ont été observés dans certaines conditions cliniques associées
a une altération de 1’érythropoiése et/ou a une déficience en fer. D'autres tissus que les cellules
érythroides, principalement le foie et le placenta, contribuent pour une faible part a la production
des Rs-Tf [165].

I11.3. Aspects analytiques : mesure du Rs-Tf
111.3.1. Méthodes de dosage

En ce qui concerne le dosage du Rs-Tf, il n'existe pas de normes quant a I’utilisation
d’anticoagulant, la durée de conservation des échantillons, le moment propice de la journée pour
effectuer le prélévement et le délai maximal entre la collecte et la centrifugation de I'échantillon.
Une comparaison des résultats obtenus entre le sérum et le plasma EDTA a démontré qu’il n’y
avait pas de différence significative, qu'il s'agisse de sang veineux ou de sang capillaire [166].
Cependant une autre étude mentionne que la durée du contact entre le sang et ’EDTA avant la
centrifugation influence a la hausse la concentration du Rs-Tf [146]. Actuellement, la plupart des
trousses recommandent I'utilisation de spécimens frais de sérum ou de plasma EDTA ou hépariné.

Cependant dans certaines trousses, I'utilisation du plasma EDTA n'est pas recommandée.

Plusieurs trousses basées sur des essais immunologiques sont disponibles pour déterminer la
concentration sérique ou plasmatique de Rs-Tf [167]. Quatre trousses commerciales de type
ELISA sont disponibles: Quantikine IVD sTfR (R&D Systems), Cytokine sTfR (Eurogenetics),
IdeA IEMA (Orion Diagnostica) et une trousse de Ramco Laboratories. Ces méthodes nécessitent
cependant un long temps d’analyse et leurs variations inter-essais sont plus élevées que celles des

méthodes totalement automatisées.

Aujourd’hui, plusieurs méthodes automatisées sont disponibles. Le N Latex sTfR de Dade
Behring est un essai néphélométrique avec applications sur les analyseurs BN 100 et BN proSpec.
Le Nichols Advantage sTfR assay de Nichols Institute est un essai par chimiluminescence de type
sandwich. Les trousses de réactifs Tinaquant sTfR de Roche Diagnostics et STfR IdeA IT de
Orion Diagnostica sont des essais immunoturbidimétriques avec applications sur des analyseurs de
type Hitachi, mais la trousse STfR IdeA IT peut aussi étre utilisée sur le néphélémetre IMMAGE

de la compagnie Beckman-Coulter.
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L'automatisation a permis de réduire le temps d’analyse de quelques heures, avec les
méthodes ELISA, a environ 10 minutes [167]. Les coefficients de variation inter-essais sont
inférieurs & 10% pour toutes les techniques automatisées. Les méthodes varient entre elles par le
type d'anticorps (polyclonal ou monoclonal), par la nature du standard (récepteur intact libre,
récepteur complexé a la transferrine isolé du sérum ou Rs-Tf isolé de placenta), par le type de
marquage et par le signal mesuré [146]. Malgré une bonne corrélation entre les méthodes, les
résultats obtenus par les différentes trousses sont tres différents entre eux conduisant a des valeurs

de référence et des seuils pathologiques variables.

Le développement d’un standard international pour la mesure du Rs-Tf aiderait a la
concordance des méthodes et a I’utilisation en clinique de ce test. Actuellement, a notre
connaissance, aucun laboratoire clinique en Algérie n’offre ce dosage. D’aprés un laboratoire qui
travaille en collaboration avec un laboratoire en France qui offre ce test. Le colt du test est
relativement élevé entre 2500 et 3000 DA dépendant de la méthode. Le laboratoire Mayo aux
Etats-Unis (Mayo Medical Laboratories) offre ce test a un colt exorbitant (145$ US). La faible
connaissance de ce nouveau test, la grande variation des valeurs obtenues d'une trousse a l'autre et
le fait qu'il existe le perls médullaire comme technique de référence pour confirmer une déficience

en fer concomitante a une maladie chronique font que ce test est encore peu prescrit.

42



111.3.2. Variations biologiques

Chez les individus adultes normaux, la concentration du Rs-Tf suit une distribution normale
(gaussienne) et n’est pas influencée par 1’age, mais influencée par le sexe et la ménopause [168].
Chez le vieillard, la concentration observée est plus faible [169]. La race est un facteur de variation
puisque les noirs ont une concentration plus élevée d’environ 10% par rapport aux blancs. Une
variation similaire est observée chez les sujets vivant en altitude [168]. La variabilité biologique
intra-individuelle a été étudiée, soit sur une période d’un mois avec des prélévements
hebdomadaires [166], soit durant un an avec des prélevements mensuels [170]. La variation intra-
individuelle se situe entre 12% et 15%, ce qui est inférieure a celle de la ferritine, du fer sérique et

du coefficient de saturation de la transferrine [166].

Chez le nouveau-né, la concentration de Rs-Tf est environ le double de celle observée chez
I’adulte et refléte probablement I’activité des cellules érythrocytaires mais également la

prolifération d’autres types cellulaires [171].

111.3.3. Applications cliniques

Il a été mentionné precédemment que la concentration sérique de Rs-Tf est proportionnelle a
la concentration tissulaire de R-Tf. Ainsi la concentration de Rs-Tf circulants est principalement
déterminée par celle des précurseurs érythroides dans la moelle osseuse puisque ces cellules
contiennent 75% des R-Tf de ’organisme. En effet, la relation entre les récepteurs membranaires
et circulants est illustréee par la mesure du “erythron transferrin uptake™ (ETU: quantite de

transferrine captée par le tissu par unité de temps).

Le Rs-Tf en est un de ferrocinétique qui est relié a la prolifération des cellules érythroides.
Une bonne corrélation a été trouvée entre le taux de Rs-Tf et le ETU chez les individus sains et
chez les patients presentant des désordres hématologiques. Par conséquent, le nombre de R-Tf
membranaires est déterminé par le taux de prolifération des cellules érythroides sous I’action de
facteurs de croissance comme 1’érythropoiétine et les besoins intra-cellulaires en fer. La carence
martiale s’accompagne d’une augmentation des Rs-Tf par mise en jeu du mecanisme
posttranscriptionnel consécutif a la diminution du contenu intracellulaire en fer et a I’augmentation
du nombre de R-Tf membranaire sur toutes les cellules de 1’organisme a l'exception des

érythrocytes matures qui n'expriment plus le R-Tf.
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111.3.3.1. Evaluation de I’érythropoiése

Par sa localisation privilégiée sur les cellules immatures érythroides de la moelle osseuse, le
R-Tf joue un réle vital dans I'érythropoiése. L'étude de Kohgo et al. [172] a apporté la preuve qu'il
existe une relation étroite entre la concentration du Rs-Tf et le niveau de I'érythropoiese :
concentration diminuée dans les anémies aplasiques, augmentée dans les anémies hémolytiques.
La trés bonne corrélation entre Rs-Tf et mesures de ferrocinétique [165] justifie la mesure des Rs-
Tf pour une évaluation quantitative de I'érythropoiése.

La concentration du Rs-Tf est donc augmentée dans les états d’hyper-érythropoiese. 1l a été
démontré que la concentration sérique du Rs-Tf est fortement augmentée, de 3 a 10 fois, lors des
maladies hémolytiques (anémie hémolytique auto-immune, drépanocytose, sphérocytose
héréditaire et b-thalassémie) [173,174]. Dans les syndromes myéloprolifératifs, le taux de Rs-Tf
est variable selon les pathologies [174]: il est normal dans la leucémie myéloide chronique et
augmenté dans la polyglobulie vraie et dans la myélofibrose mais a un niveau moindre que dans
les maladies hémolytiques [174]. L’anémie mégalobastique par carence en vitamine B12 ou en
acide folique s’accompagne d’une masse €rythrocytaire accrue avec une érythropoiese inefficace.
Le tiers des patients carences ont une augmentation du Rs-Tf et cela constitue un indice de sévérité
de la maladie [175]. Les patients avec des tumeurs hématologiques ou des tumeurs solides ont
généralement des niveaux circulants de Rs-Tf normaux malgré que I'expression du Rs-Tf soit

augmentée dans les cellules tumorales [176].

A D’opposé, la concentration du Rs-Tf est diminuée dans les états d’hypo-érythropoigse
comme dans [’insuffisance rénale chronique, I’anémie non régénératrice ou suite a une
transplantation de moelle osseuse. Dans ces pathologies, le niveau du Rs-Tf est environ de 50% a
60% celui des contréles ce qui indique que les tissus non érythroides contribuent significativement
a la production des Rs-Tf circulants. La correction de I’anémie des insuffisants rénaux se fait par
un traitement a 1’érythropoiétine (Epo) qui est une hormone normalement produite par le rein. Ce
traitement donne des résultats variables d’un individu a ’autre [177]. En raison du co(t éleve de
I’Epo recombinante, il est important de s’assurer que le sujet est un bon répondeur. La
concentration initiale de Rs-Tf et son pourcentage d’augmentation aprés une ou deux semaines de
traitement permettent de classer les patients en répondeurs ou non-répondeurs au traitement avec
une sensibilité de 92% [147]. Si la concentration du Rs-Tf est élevée et la ferritine basse, il faut
d'abord instituer un traitement substitutif par le fer, avant de commencer la thérapie avec la rHu
EPO (I’Epo recombinante).

44



111.3.3.2.Evaluation de la déficience en fer (anémie ferriprive (AF) pure)

La déficience en fer est la principale cause d’anémie dans les pays en voie de développement
mais également dans les pays industrialisés. Le degré de déficience en fer nécessaire pour induire
une augmentation du Rs-Tf a été établi en soumettant des personnes saines et volontaires a des
saignées repétees [178]. Il a été observé que la ferritine chute rapidement durant la phase de
diminution des réserves et pendant ce temps la concentration de Rs-Tf demeure stable. Lorsque la
ferritine atteint des valeurs subnormales, la concentration de Rs-Tf augmente de fagon consistante,
progressive et inversement proportionnelle au déficit en fer. Cette augmentation reflete
I’expression cellulaire augmentée du R-TT, et dans les cas de déficience sévére, I’augmentation du
R-Tf causée par I'érythropoiése inefficace. L’augmentation du Rs-Tf se poursuit au cours des
saignées alors que la ferritine reste constante et effondrée [179]. Cette augmentation signe la
carence tissulaire en fer fonctionnel et c’est le stade de 1’érythropoiése carencée en fer. Elle
intervient plus précocement que les modifications du volume globulaire moyen, de I’indice de
distribution des érythrocytes et de la protoporphyrine érythrocytaire [169]. La carence en fer
évolue donc selon trois étapes successives: premierement une déplétion des réserves en fer
(diminution de la ferritine), deuxiémement une carence tissulaire en fer (augmentation du Rs-Tf) et

finalement I’anémie (diminution de I’hémoglobine).

Chez les patients ayant une AF, plusieurs études ont démontré une augmentation du Rs-Tf de
I’ordre de 3 a 5 fois selon la sévérité de la déficience. Alors que dans les cas d’exces en fer,
comme dans 1’hémochromatose, les taux sériques de Rs-Tf sont diminués ou normaux. Si I’on
traite des personnes carencées avec des suppléments de fer, la concentration du Rs-Tf diminue au
cours de 8 semaines de traitement malgré la normalisation de la ferritine aprés 4 semaines. Le Rs-
Tf semble étre un indicateur sensible de la carence en fer méme apres la reconstitution des
réserves. La mesure du Rs-Tf est particulierement intéressante chez les sujets ayant des réserves
physiologiques faibles en fer pour lesquels 1’intérét du dosage de la ferritine est limité. C’est le cas
des jeunes enfants, des adolescents, des athletes et des femmes enceintes. Ainsi durant la
grossesse, l'anémie est difficile d'interprétation parce que I’augmentation du volume sanguin cause
une hémodilution et que les réserves de fer sont mobilisées pour le feetus (hypoferritinémie). Mais

si la carence en fer est véritable, le taux du Rs-Tf sérique sera augmenté.
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111.3.3.3.Evaluation de I’Anémie des maladies chroniques pure (AMC)

Le dosage du Rs-TF est particulierement intéressant dans le diagnostic de la carence en fer
des anémies des maladies chroniques (inflammation, infection, cancer). Les anémies des maladies
chroniques sont causées par la maladie sous-jacente qui produit des cytokines qui font croire a une
déficience en fer, principalement par une redistribution des sites de réserve du fer vers le foie et les
monocytes ainsi qu’une augmentation de la ferritine circulante. Typiquement, le bilan de ces
patients est caractérisé par une diminution de la concentration plasmatique du fer (Hyposidérémie)
en présence d’un niveau normal ou augmenté des réserves en fer. Ainsi, ce type d’anémie ne
répondra pas a une supplémentation en fer. Le diagnostic d’une déficience en fer concomitante a
une maladie chronique est difficile car les marqueurs habituels d’exploration martiale sont
inopérants. En effet, la ferritine et la transferrine sont des protéines de phase aigué: la ferritine

augmente et la transferrine diminue lors des maladies chroniques.

La coloration au bleu de Prusse sur un aspirat de moelle osseuse est présentement la
technique de référence pour confirmer une déficience véritable en fer lors d'une maladie
chronique. Cet examen est invasif et colteux. Le taux de Rs-Tf sérique n’est pas influence par
I’inflammation ou I’infection [180,181] et demeure normal ou est légérement diminué a cause de
I’effet de certaines cytokines sur I’érythropoiese dans ces pathologies (en absence d’une carence

martiale associée).

Dans une étude récente [182] réalisée sur 129 patients anémiques dont le statut martial a été
apprécié par le Perls médullaire : 64 présentaient une AMC, 48 d’une AF et 17 d’une AMC
accompagnée d'une déficience en fer. Les résultats de la ferritine et du Rs-Tf ont été confrontés
dans les trois groupes. Le Rs-Tf était normale et la ferritine élevée chez les patients avec une AMC
pure (1,8 mg/L) mais significativement élevée chez les patients ayant une AF (6,2 mg/L) et chez
les patients ayant une anémie mixte (5,1 mg/L) [176]. Toutefois I'augmentation du Rs-Tf était
significative chez seulement 13/17 patients ayant une anémie mixte. La performance diagnostique
du test etait améliorée par le calcul du rapport Rs-Tf / Log ferritine puisque la ferritine, normale ou
Iégérement élevée, avec un Rs-Tf augmenté méme légerement dans les anémies des maladies
chroniques, indique probablement une déficience en fer associée. L'intérét de ce rapport a été
également rapporté pour le diagnostic d'un état carentiel au cours des maladies rhumatismales
[183].
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Une autre étude, qui a compare le potentiel diagnostique de la ferritine et du Rs-Tf pour la
déficience en fer dans différentes populations, conclut que la ferritine est encore la mesure de
choix en routine pour évaluer la déficience en fer [184]. La sensibilité et la spécificité de la
ferritine a 30 ug/L était de 92% et 98% respectivement comparativement a 92% et 84% pour une
augmentation du Rs-Tf. De plus, la ferritine est le premier paramétre a diminuer lors d’une carence
en fer. Néanmoins le Rs-Tf peut étre utile, comme nous 1’avons mentionné précédemment, en
combinaison avec les autres tests de laboratoire, pour I’évaluation des carences fonctionnelles en
fer et pour le diagnostic de la déficience en fer associée aux anémies des maladies chroniques. Le
Rs-Tf ne remplace pas les paramétres habituels pour évaluer la déficience en fer mais ajoute une
information supplémentaire permettant de mesurer la carence fonctionnelle en fer avant la

diminution significative de I’hémoglobine.

V. Réegulation du metabolisme du fer

Deux systémes de régulation du fer coexistent dans 1’organisme :
Un systéme qui permet a I’intérieur méme d’une cellule d’adapter 1’entrée, le stockage et la sortie
du fer selon les quantités présentes dans la cellule, le systeme IRP/IRE ;
Un systeme de régulation systémique qui permet aux différents organes consommateurs et/ou de
stockage du fer, de dialoguer pour maintenir I’homeéostasie. La nature de ce systéme de régulation
a été réévaluée de nombreuses fois en fonction des nouvelles découvertes, de 1’identification des

génes du métabolisme du fer et de leurs propriétés.

IV.1. Systeme IRP/IRE

Au niveau de la cellule, un systeme permet de réguler de facon coordonnée I’expression
post-transcriptionnelle de génes en fonction du contenu en fer cellulaire. Cette régulation repose
sur I’interaction de deux IRP (Iron Regulatory Protein) avec des motifs situés dans les régions 5’
ou 3’ non traduites (5’- ou 3’-UTR) des ARNm codant pour des protéines de transport (RTf1,
DMT1, ferroportine), de métabolisme (aconitase mitochondriale, 5-aminolevulinate synthase) ou
de stockage (ferritine) du fer. Ces motifs sont appelés IRE pour Iron Responsive Elements
[118,119]. Les IRE sont constituées d’une tige stable d’environ 10 nucléotides interrompue par
une base C non appariée située a cing nucléotides de la boucle. La boucle est formée de la
séquence conservee CAGUGN (Figure 12).
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Figure 12. Exemples de tiges-boucles IRE
a) IRE de la ferritine. b) IRE de R-Tfl. c) IRE de I'ALA synthase érythroide. d) IRE de I’aconitase
mitochondriale [119].

Lorsque les IRE sont situées en 5’-UTR, leur liaison avec les IRP inhibe la traduction du
messager. A I’inverse, la liaison des IRP avec un 3’-UTR-IRE stabilise ’ARNm. Chez les
mammiferes, deux protéines IRP ont été identifiées. IRP1 aussi appelée aconitase cytosolique 1
(ACO1) possede un complexe fer-soufre (Fe-S). Quand le fer est abondant dans la cellule le
complexe Fe-S peut se former et IRP1 a alors une activité aconitase [185]. Lorsque le fer vient &
manquer, le complexe Fe-S est déstabilisé et la protéine acquiert alors une activité de liaison aux
IRE. IRP2 (ou IREB2 pour IRE-Binding protein 2) est homologue a 79% a IRP1, mais ne possede
pas d’activité aconitase ni de complexe Fe-S. En présence de fer ou d’héme, IRP2 est dégradée par

le protéasome [186] (Figure 13).

Ainsi la cellule prévient I’accumulation du fer soluble toxique grace aux IRP, senseurs du
fer, en augmentant le stockage du fer insoluble dans la ferritine (IRE en 5°) et en diminuant
I’entrée du fer dans la cellule médiée par R-Tfl (IRE en 3°). A I’inverse, quand la cellule manque
de fer, la ferritine est diminuée et, avec elle, les stocks de fer libérés et le captage du fer est

augmenté.
Outre le fer, des expériences in vitro ont montré que les IRP sont sensibles a I’hypoxie [187] et au

stress oxydant [188] suggerant un réle plus large que celui de régulateurs du metabolisme du fer
(Figure 13).
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Figure 13. Régulation de I'homéostasie du fer intra-cellulaire par Systéme IRP/IRE localisés sur I'ARNm
de: la H et L-ferritine; I'eALAS: erythroid 5-aminolevulinate synthase; mAconitase: aconitase
mitochondriale. TCA: acides tricarboxyliques et RTf1 [119].

Le role des IRP a largement été étudié¢ in vitro mais ce n’est que trés récemment que
I’implication des IRP in vivo est étudiée via la génération de souris KO Irpl et/ou Irp2. Les
premiers résultats montrent que si les IRP sont essentiels au développement de 1’organisme
(’absence totale d’Irp1 et Irp2 conduit a une 1étalité embryonnaire [120]), chaque Irp est capable
de compenser, en partie, ’absence de 1’autre Irp. En effet, les souris KO Irpl ne présentent pas
d’anomalies évidentes [125] et les souris KO Irp2 présentent seulement une anémie microcytaire
associée a une distribution anormale du fer entre les tissus [121,122]. 1l a également été décrit la
présence d’une surcharge en fer cérébrale associée a une neurodégénérescence importante dans les
souris KO Irp2 [123], mais celle-ci n’est pas retrouvée dans un autre modele souris KO Irp2 (B.

Galy et al., résultats non publiés).
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IVV.2. Régulation systémique : modeéle de la crypte

Il existe deux signaux de régulation importants pour I’absorption intestinale du fer, le
régulateur indiquant les besoins en fer pour 1’érythropoicse (« le régulateur érythroide») et celui
indiquant 1’état des réserves en fer (« le régulateur des réserves») [189].

C’est la présence conjointe de HFE et RTf1 au niveau des cellules de la crypte de I’intestin [132]
qui a permis 1’élaboration, il y a plusieurs années, d’un modele de régulation de I’absorption
intestinale de fer dit « modele de la crypte» qui repose sur une programmation des cellules de la
crypte en fonction des signaux régulateurs (érythroides et réserves) [190] (Figure 14). C’est en
migrant le long de I’axe crypto-villositaire que les cellules de la crypte se différencient et
acquicrent leur propriété d’absorption. Les entérocytes matures, en fonction de la quantité de fer
captée par les cellules de la crypte via RTfl, sont programmés a produire plus ou moins de
protéines responsables de 1’absorption de fer. En résulte une absorption du fer adaptée aux besoins.
HFE, dans ce modéle, aurait un réle de senseur du fer capable, via sa fixation a RTf1, de moduler
la captation du fer dans les cellules de la crypte. Lorsque HFE est muté, la protéine n’est plus
adressée a la membrane et la captation de 1’holotransferrine au niveau de la crypte est diminuée
[191]. Les cellules se retrouvent alors en situation de privation artificielle en fer (malgré les
réserves abondantes de 1’organisme), entrainant une augmentation des acteurs de 1’absorption

intestinale du fer et donc I’hyperabsorption de fer qui caractérise cette maladie.
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Figure 14. Modele de la crypte La protéine HFE produite par les cellules de la crypte sert de senseur aux

HFE
p2m  RTf1

deux signaux régulateurs, le régulateur des réserves et le régulateur érythroide. Les cellules de la crypte se
différencient alors en entérocytes programmeés a absorber plus ou moins de fer en fonction des besoins
en régulant les taux de Dcytb, DMT1, ferroportine et héphaestine [5].
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Ce modele, bien que séduisant, s’est vite trouvé confronté aux premicres données
expéerimentales de la littérature étudiant le réle de HFE dans des cellules en culture et montrant que
HFE surexprimé diminuait en fait ’entrée de fer (par compétition avec 1’holotransferrine pour la
fixation a RTf1) [129,138], et que, par conséquent, HFE muté entrainait une surcharge en fer de la
cellule (et non un état de déficit, comme dans le modéle de la crypte). De plus, plusieurs auteurs
ont montré que les entérocytes de patients hémochromatosiques (ou de souris Hfe-/-) ne
présentaient pas les caractéristiques de cellules carencees en fer [192]. Enfin, notons que le modeéle
de la crypte n’envisage qu’une régulation a long terme de I’absorption intestinale de fer (compte
tenu qu’il faut plusieurs jours a un entérocyte de la crypte pour devenir mature) et que dans
certaines situations physiopathologiques, la régulation de 1’absorption se met en place tres
rapidement [193].

Les macrophages (rate, moelle, foie) jouent également un réle important dans la régulation
de ’homéostasie du fer par leur fonction de relargage du fer 1i¢ a I’héme. Suite a I’observation de
la présence de macrophages déficients en fer chez les patients hémochromatosiques, et compte
tenu de la présence de la protéine HFE dans ces cellules [133,130], certains auteurs ont émis
I’hypothése que, I’absence de HFE a la membrane de ces cellules perturberait la captation de fer
RTf1 dépendante, provoquant le déficit en fer de ces cellules. La encore, une autre hypothése peut

étre avancée faisant intervenir comme nous le verrons 1’hepcidine.
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|. Patients et méthodes
1.1. Patients

1.1.1. Effectifs et critéres de sélection

Un effectif de 60 de sujets sains adultes, 32 hommes (4ge moyen 44.78 + 15.08 ans), 28
femmes, (dge moyen 46.50 + 12.67 ans) a constitué le groupe témoin (Groupe 1), sélectionné en
fonction de plusieurs critéres : un bon état de santé apparent, absence d’antécédents pathologiques

particuliers, un bilan hématologique, hépatique, rénal et inflammatoire normal.

Une fiche de renseignements cliniques a été remplie pour deux groupes de malades
anémiques adultes hospitalisés au niveau du CHU de Sétif (voir annexe 1) ; selon I’OMS, 1’anémie
a pour définition un taux d’hémoglobine (Hb < 130 g /L chez I’lhomme et Hb < 120 g /L chez la

femme). Selon I’étiologie de I’anémie chez ces malades, on a sélectionné (Tableau 2):

Un groupe de 50 patients, 27 hommes (4&ge moyen 42.92 + 11.48 ans), 23 femmes, (age
moyen, 48.43 + 12.05 ans), hospitalisé au niveau du service d’hématologie qui représente le
groupe de sujets souffrant d’anémie purement ferriprive d’origine carentielle sans aucune maladie

associee (AF), (Groupe 2) ayant des taux de la C-réactive protéine (CRP<10 mg/L).

Un autre groupe de 82 patients, 44 hommes (age moyen 51.36 = 12.12 ans), 38 femmes, (age
moyen, 51.68 + 10.31 ans) hospitalisé au niveau du service de médecine interne qui présente le
troisieme groupe de sujets anémiques souffrant de maladies inflammatoires chroniques (AMC),
(Groupe 3). L’installation d’une réaction inflammatoire chronique est définie comme un taux de

C-réactive protéine supérieur & 10 mg/L (CRP > 10 mg/l) selon (Roche diagnostic).

Tableau 2: La composition de la population étudiée et sa distribution selon I'age et le sexe

Groupe 1 (témoin) n=60 | Groupe 2 (AF) n=50 Groupe 3 (AMC) n=82
Hommes 32 (24 -72 ans) 27 (26 - 66 ans) 44 (24 - 73 ans)
Femmes 28 (26 - 70 ans) 23 (28 - 71 ans) 38 (24 - 72 ans)
Age moyen + SD (H) 44.78 + 15.08 4292 +11.48 51.36+12.12
Age moyen % SD (F) 46.50 £ 12.67 48.43 £ 12.05 51.68 £10.31

Valeurs d’age exprimées en moyennes * Ecart-type (SD) et valeurs extrémes entre parentheses
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Au cours de notre collecte des échantillons sanguins qui a duré 12 mois, une enquéte
étiologique a été effectuée pour chaque patient, basée sur un interrogatoire profond incluant toutes
les informations nécessaires a notre étude, réalisé avec le patient lui-méme et par la consultation de

son dossier médical (voire annexe 1).

A la base de cet interrogatoire et pour garantir I’homogénéité intra-serielle des groupes
étudiés, tous les patients qui ne correspondaient pas aux critéres d’inclusion des anémies
recherchées ont été exclus de notre population d’étude:

e Les malades souffrant d’anémie d’origine hémolytique (valeurs BLB libre élevé),

e Les malades souffrant d’insuffisance rénale (créatinine > 12 mg/L chez la femme et > 14
mg/L chez ’homme) ou d’un déficit en vitamine B12 ou d’acide folique ... ;

e Ceux recevant une supplémentation médicamenteuse en fer;

e Les malades transfusés réecemment (< 120 jours).

e la population féminine de chaque groupe sur été choisie a la base d’un critére d’inclusion
qui était la ménopause (plus que 75% des femmes sont en activité génitale) pour donner

une crédibilité a notre étude.
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1.1.2. Prélevement et préparation des echantillons

Les trois groupes ont été prélevés a jeun entre 8h et 10h du matin, le sang veineux est
récupéré sur deux types d’anticoagulants selon les exigences des fiches techniques des examens

biochimiques et hématologiques a réaliser (voir annexel):

Un tube & EDTA comme anticoagulant contient en moyenne 4ml du sang total, pour
I’hémogramme (FNS complete) et un tube a Héparinate de lithium contient en moyenne 3,8 ml du

sang total pour le dosage des autres parameétres (bilan martial, CRP et le Rs-Tf).

Les plasmas héparinés ont été séparés immédiatement du culot cellulaire par centrifugation (3000
t/min pendant 5 minutes) et recueillis soigneusement dans des aliquotes. Les sérums hémolysés ont

été exclus du dosage et les patients ont été prélevés un autre jour.

Chaque individu a bénéficié d’un hémogramme (Formule Numération Sanguine compléte), d’un
bilan martial (complet) plus le Rs-Tf, et d’un bilan inflammatoire (CRP). Tous ces examens ont été
effectués immédiatement sur des plasmas et sérums frais (Une heure au maximum apres le
prélevement), les dosages ont été réalisés au niveau du laboratoire polyvalent Mere et Enfant
CHU de sétif.

Pour augmenter les performances de notre étude, tous les examens biologiques ont été réalisés en

triplicata (chaque test est réalise en trois exemplaires) et les valeurs qu’on a utilisées dans les

statistiques sont des moyennes de ces triplicatas (moyenne de trois répétions du méme test)

55



1.2. Méthodes

1.2.1. Méthodes de dosage des paramétres hématologiques

L’hémogramme (la numération formule sanguine) a été réalisée par un analyseur
d’hématologiec ~ multiparamétre, (Medonic, CA620) a 20 parametres. Son principe de

fonctionnement selon le guide d’utilisateur (User’s manual) est :

1.2.1.1. La numération des globules rouges (GR)

Les valeurs normales (4,4 &8 6 10° GR/mm® pour I’homme, 3,8 & 5,2 10° GR/mm® pour la
femme), leurs énumération s’effectue automatiquement en deux étapes :

- Un volume de 25 ul du sang total aspiré est soumis a une série de dilutions 1:40 000 avec
des articles en verre de classe A avec un agent de dilution qui est une solution isotonique
pour obtenir la suspension finale a énumeérer.

La numération s’effectue dans une chambre de comptage par impédance électronique :

- Les globules rouges en suspension, chargés positivement sont énumérés lors de leurs
migrations a travers un micro-orifice équipé d’une part et d’autre de deux électrodes sous
I’action d’un courant électrique appliqué entre les électrodes, cette migration génere un
potentiel électrique enregistré sous forme d’une pulsation.

L’amplitude de cette pulsation est directement proportionnelle au volume cellulaire. Le nombre de
pulsation correspond au nombre de cellules détecté. Sur un dispositif électronique les résultats sont
multipliés par le facteur de dilution pour obtenir les résultats finaux.

1.2.1.2. Dosage de I’Hémoglobine (Hb)

L'hémoglobine (valeurs normales : 13,0 a 17,8 g/dl pour I’homme, 12,1 & 16,4 g/dl pour la
femme) a été déterminée a partir d'une adaptation de la réaction de Drabkin :
- Un volume de 25 pl du sang total aspiré est soumis a une série de dilution 1:400 avec des articles
en verre de classe A avec un agent hemolytique (solution hypotonique) qui éclate les hématies et
libére leurs contenus en hemoglobine pour obtenir a la fin une suspension de globules blancs et
I’hémoglobine.
- La méme suspension est utilisée pour la détermination des globules blancs et le dosage de
I’hémoglobine.
- La concentration d’hémoglobine est déterminée par la conversion 1’hémoglobine en hémiglobine-
cyanure (HiCN) et mesure de I’absorbance a 535 nm, conformément aux recommandations
NCCLS H15-A2 et ICSH. La concentration d’hémoglobine est calculée a I’aide d’un coefficient

d’absorption qui a été mémorisé lors de la calibration de ’analyseur.
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1.2.1.3. Détermination du volume globulaire moyen (VGM)

Les valeurs normales du VGM sont du 80 a 100 fl pour ’homme et la femme. A partir de la
méme solution et au méme temps lors du comptage de globules rouges, les amplitudes des
pulsations enregistrées sont proportionnelles aux volumes cellulaires, le VGM est calculé a partir

du rapport entre la somme des aires des pulsations et le nombre des pulsations enregistrés.

1.2.1.4. Hématocrite (HCT)

Les valeurs normales de I’HCT sont du 40 a 52% chez I’homme et du 37 a 47% chez la
femme. L hématocrite est defini comme étant le volume total de la masse des globules rouges, il
est calculé a partir de la formule suivante : HCT en (%) = (VGM X Nombre de GR)/100

1.2.2. Méthodes de dosage des parametres biochimiques du bilan martial et

inflammatoire

Tous les paramétres du bilan martial, du bilan inflammatoire et le Rs-Tf ont été mesurés par
des méthodes de dosage immunoturbidimétriques automatisées sur 1’analyseur Roche/Hitachi 902
(Roche Diagnostics Systems) a 1’exception du fer sérique (ci-dessous). Les instructions relatives a
I’analyseur indiquées dans la notice de chaque test et les instructions spécifiques de 1’analyseur
indiquées dans le manuel d’utilisateur ont été strictement respectées pour garantir le bon

fonctionnement du test :

1.2.2.1. Dosage du fer sérique

Le fer sérique (valeurs usuelles : 10,6 a 28,3 umol/L pour 1’homme, 6,6 a 26,0 umol/L pour
la femme) a été mesuré par colorimétrie a la FerroZine (Roche Diagnostic Systems), (voir annexe
2):

e Dans le premier temps un volume de 20 ul de I’échantillon (plasma) est ajouté a 250 pl de
réactif R1 (Acide citrique : 200 mmol/L ; thiourée : 115 mmol/L ; détergent) dans la
cuvette réactionnelle, le mélange est incubé pendant 5 min a 37°C.

A un pH acide (citrate pH < 2,0), le fer est détaché de la transferrine. Les échantillons lipémiques

sont clarifiés par le détergent.

) citrate (pH < 2,0) 3+
Transferrine-Fe-complexe ———  apotransferrine + Fe
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Puis I’addition de 50 pl du réactif R2 (Ascorbate de sodium: 150 mmol/L ; FerroZine: 6
mmol/L ; conservateur) et I’incubation du mélange pendant 5 min a 37°C conduit au
déclenchement de la réaction : L’ascorbate réduit les ions Fe** en ions Fe?* qui forment
ensuite un complexe coloré avec la FerroZine. L’intensité de la coloration développée est
directement proportionnelle a la concentration en fer et est mesurée par photométrie a 570

nm contre une courbe d’étalonnage saisie et memorisée lors de la calibration de 1’appareil.

3+ acide ascorbique 2+

Fe Fe

. 2+ .
FerroZine + Fe complexe coloré

1.2.2.2. Dosage de la transferrine

La transferrinémie (valeurs usuelles : 2,0 a 3,6 g/L chez I’homme et la femme) a été dosee

par immunoturbidimétrie (Roche Diagnostic Systems), (voir annexe 3):

Une prise d’essai de 3 pul de I’échantillon (plasma frais recueilli sur héparinate de lithium)
est ajoutée a 270 pl de réactif R1 (Tampon phosphate : 55 mmol/L, pH 7,2 ; NaCl : 25
mmol/L ; polyéthyléneglycol : 5% ; conservateur) dans la cuvette réactionnelle, le mélange

est incubé pendant 5 min a 37°C, voir ’exemple de la ferritine (figure 15).

Puis 1’addition de 100 pl du réactif R2 (Anticorps (de lapin) anti-transferrine humaine :
dépend du titre de I’antisérum ; chlorure de sodium : 100 mmol/L ; conservateur) et
I’incubation du mélange pendant 5 min a 37°C conduit au déclenchement de la réaction:
Les anticorps anti-transferrine fixés sur des particules de latex réagissent avec la
transferrine de I’échantillon avec formation de complexes antigénes-anticorps.
L’absorbance de I’agglutination qui en résulte est mesurée par turbidimétrie a 505 nm

contre une courbe d’étalonnage saisie et mémorisée lors de la calibration de I’appareil.
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1.2.2.3. Calcul de la capacite totale de fixation de la transferrine

La possibilité maximale de transport du fer par la transferrine représente la capacité totale de
saturation en fer de la transferrine (valeurs usuelles : 50 a 90 umol de Fe/l). Elle est déterminée par

calcul a partir du dosage de la transferrinémie selon la formule suivante :

CTF (umol Fe/l) = (10°/ 80 000) x transferrine (g/l) x 2

80 000 = masse moléculaire de la transferrine en g/mol
10° = facteur de conversion des micromoles en moles

2 =nombre d’atomes de fer par molécule de transferrine
Soit:  (2x10%)/80000 =25 Donc :

CTF (umol Fe/l) = transferrine (g/l) x 25

Ce parameétre est connu sous le nom de la TIBC (total iron binding capacity), qui apprécie la
capacité maximale de fixation du fer par la transferrine. Les valeurs usuelles de ce paramétre sont
celles de la Tf multipliées par 25 soit (50 — 90 u mol/l).

La différence entre la capacité totale et la sidérémie définit la capacité latente de fixation ou
de saturation en fer de la transferrine UIBC (unbound iron binding capacity) La CST varie de

facon identique a la transferrine.

1.2.2.4. Calcul du coefficient de saturation en fer de la transferrine

Le coefficient de saturation de la transferrine (CST) (valeurs usuelles : 20% a 40% homme et
femme) a été déterminé par le calcul du rapport entre le taux du fer sérique (FS en umol/l) et la

Capacité Totale de Fixation de la transferrine (CTF en umol de Fe/l):

CST (%) = Fs (umol/l) x 100 / CTF (umol de Fe/l)
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1.2.2.5. Dosage de la ferritine

La ferritinémie (valeurs usuelles : 30 a 400 ug/l chez ’homme et 15 a 150 pg/l chez la

femme) a été évaluée par immunoturbidimétrie (Roche Diagnostics Systems), (voir annexe 4):

e Une prise d’essai de 8 ul de I’échantillon (plasma frais recueilli sur héparinate de lithium)
est ajouté a 125 pl de réactif R1 (Tampon TRIS (Tris (hydroxyméthyl) aminométhane):
0,18 mol/l, pH 8,2 ; NaCl : 100 mmol/Il ; conservateur), le mélange est incubé pendant 5
min & 37°C.

e Puis I’addition de 125 pl du réactif R2 (particules de latex mobilisées par des anticorps
polyclonaux de type 1gG (de lapin) anti-ferritine humaine) et ’incubation du mélange
pendant 5 min a 37°C conduit au déclenchement de la réaction: Les anticorps anti-ferritine
fixés sur des particules de latex réagissent avec la ferritine de I’échantillon avec formation
de complexes antigenes-anticorps (figure 15). L’absorbance de I’agglutination qui en
résulte est mesurée par turbidimétrie & 700 nm contre une courbe d’étalonnage saisie et

mémorisée lors de la calibration de I’appareil.

@ - Extinction

N
fF incubation a 37°C [
—_— —_—
- @ 5 min @ -
Ferritine ) . L Conc.
+ Anticorps anti-ferritine fixés sur des Complexe antigéne-anticorps Mesure turbidimétrique
Tampon (R1) particules de latex (R2) a 700 nm

Figure 15 : illustration du principe immunoturbidimétique pour le dosage de la ferritine a titre d’exemple.

1.2.2.6. Dosage du récepteur soluble de la transferrine

Le Rs-Tf, (valeurs usuelles : 2,2 & 5,0 mg/l chez I’homme et 1,9 & 4,4 mg/l chez la femme) a

été évalué par immunoturbidimétrie (Roche Diagnostic Systems), (voir annexe 5) :

e Une prise d’essai de 3 ul de I’échantillon (plasma frais recueilli sur héparinate de lithium)
est ajoutee a 150 pl de réactif R1 (Tampon TES/HCI: 20 mmol/l, pH 7,7 ; NaCl : 500
mmol/l ; conservateur) dans la cuvette réactionnelle, le mélange est incubé pendant 5 min a

37°C, voir I’exemple de la ferritine (figure 15).
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e Puis I’addition de 150 pl du réactif R2 (Particules de latex chargées d’anticorps
monoclonaux de type IgG (de souris) anti-Rs-TF humain ; Tampon TRIS/HCI : 20
mmol/L, pH 8,0 ; conservateur) et I’incubation du mélange pendant 5 min a 37°C conduit
au déclenchement de la réaction: Les anticorps anti-Rs-TF fixés sur des particules de latex
réagissent avec l’antigéne de [’échantillon avec formation de complexes antigénes-
anticorps. L’absorbance de 1’agglutination qui en résulte est mesurée par turbidimétrie a
570 nm contre une courbe d’étalonnage saisie et memorisée lors de la calibration de
I’appareil.

a) TES = acide [[(tris (hydroxyméthyl) méthyl] amino]-2 éthanesulfonique
b) TRIS : tris (hydroxyméthyl) aminométhane

1.2.2.7. Calcul de ’index Rs-Tf-F

L’index Rs-Tf-F représente le rapport entre la concentration du récepteur soluble de la

transferrine en mg/L et le logarithme décimale de la concentration de la ferritine en pg/L :

Rs-Tf -F = Rs-Tf (mg/L)/ Log [Ferritine (ug/L)]

L’intervalle des valeurs normales de cet index est de (Rs-Tf-F < 2 chez les deux sexes) ou la
valeur maximale Rs-Tf-Fnax = 2 représente le rapport entre les limites supérieures des intervalles

normaux de ces deux parametres :
Rs-Tf-Frax = RS-TTmax /L0g (Ferritinemax) — 5/ L0g(400) = 1,92 = 2 chez I’homme.
RS-Tf-Fmax = RS-Tfmax /L0g (Ferritinemax) — 4,4 / Log(150) = 2,02 = 2 chez la femme.
Ou:

Rs-Tf max= 5et Rs-Tf max= 4,4 représente la limite supérieure de l’intervalle des valeurs

normales du Rs-Tf.

Ferritine max = 400 et Ferritine max = 150 : représente la limite supérieure de I’intervalle des valeurs

normales de la ferritine.
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1.2.2.8. Dosage de la protéine C-réactive

La CRP a été evaluée par immunoturbidimétrie. La valeur normale qui a permis d’exclure

un processus inflammatoire chronique est de : CRP < 10 mg/l chez I’homme et la femme, (Roche

Diagnostic Systems), (voir annexe 6):

Une prise d’essai de 3 pl de I’échantillon (plasma frais recueilli sur héparinate de lithium)
est ajoutée a 250 pl de réactif R1 (Tampon TRIS: 50 mmol/, pH 7,4 ; conservateur ;
stabilisateur) dans la cuvette réactionnelle, le mélange est incubé pendant 5 min a 37°C,

voir I’exemple de la ferritine (figure 15).

Puis 1’addition de 120 pl du réactif R2 (Particules de latex chargées d’anticorps
monoclonaux de type IgG (de souris) anti-CRP humain: 0,1% ; Tampon glycine: 50
mmol/L, pH 8,0 ; conservateur ; stabilisateur) et I’incubation du mélange pendant 5 min a
37°C conduit au déclenchement de la réaction: Les anticorps anti-CRP fixés sur les
microparticules de latex réagissent avec la CRP de I’échantillon avec formation de
complexes antigénes-anticorps. L’absorbance de 1’agglutination qui en résulte est mesurée
par turbidimétrie a 546 nm. Les résultats sont obtenus a 1’aide d’une courbe d’étalonnage
saisie et mémorisée lors de la calibration de I’appareil. Celle-ci est générée par une

calibration en 6 points.
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I1. Calculs et statistiques

Avant de commencer les calculs des moyennes et les coefficients de corrélation, Les

dosages ont été réalisés en triplicata et les valeurs a tenir en compte de chaque paramétre sont des

moyennes d’un triplicata.

Les valeurs de la ferritinemie sont normalisées par transformations logarithmiques (calculs

du Logarithme decimal des concentrations de la ferritine)

Les analyses statistiques des données (moyennes et Ecart-types, coefficients de corrélations,

les tests de la normalité et la comparaison de moyennes) ont été effectuées a 1’aide du logiciel

(Excel for Windows software 2007). Selon les étapes suivantes :

élimination des valeurs pertinentes apres la création d’une Box-plot
vérification de la normalité (la conformité a la loi normale de chaque parameétre) utilisant le

test de Khi-deux (LX)

Calcul de moyennes et les Ecart-types des paramétres de chaque groupe résumés sous

formes de tableaux (voir annexes)

Calcul des coefficients de corrélation (r) de ces paramétres avec le marqueur principal dans

notre étude (Rs-Tf) et création de la matrice des valeurs (r)

Comparaison des moyennes utilisant le test de STUDENT t-test:

o Entre les deux sexes au sein de chaque groupe pour vérifier I’effet du sexe sur le statut

martial afin de prendre décision si on a étudié les deux sexes séparément ou bien en
les fusionnant.

o Entre les groupes de sujets anémiques et le groupe témoin au sein du méme sexe.

Une P-value (P< 0.05) est considérée comme statistiquement significative, toutes les valeurs P

sont calculées par la fonction t-test utilisant la distribution bilatérale.

Les figures (histogrammes) ont été réalisées par le logiciel (Excel for Windows software 2007).
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I11. Résultats et discussion

Les résultats du bilan martial (I"hémogramme, fer sérique, ferritinémie, la transferrinémie et
ses indices, le Rs-Tf et son index) des trois groupes sont récapitulés dans le (tableau 3). Du fait
qu’il y ait effet du sexe sur les parameétres essentiels de notre étude (1’hémoglobine, la ferritinémie
et le Rs-Tf sont hétérogenes entre les deux sexes (P<0,001), les résultats obtenus ont été analysés
séparément entre les males et femelles Figure (16-25). Les analyses des résultats ont été réalisees

en deux étapes :

o Dans un premier temps on a discuté les points suivants :
e Le degré de sensibilité du Rs-Tf au statut martial ;
e L’apport informatif de chaque paramétre au diagnostic spécifique des anémies
étudiées ;

e Laconcordance entre les parametres au sein de chaque groupe a I’anémie étudiée.

Tableau 3 : les valeurs des paramétres du bilan martial et la CRP chez le groupe témoin et les deux
groupes de sujets anémiques (les résultats sont exprimés séparément entre les deux sexes).

Groupe 1 (témoin) n=60

Groupe 2 (AF) n=50

Groupe 3 (AMC) n=82

Hommes n=32 Femmes n=28

Hommes n=27

Femmes n=23

Hommes n=44

Femmes n=38

Age (ans) 44.78 + 15.08 46.50 + 12.67 42.92 +11.48 48.43 +12.05 51.36 £12.12 51.68 £10.31
Hémoglobine (g/l) 145.05+5.91 135.13 +6.26 100.05 +6.24 90.04 £ 6.82 99.46 £5.38 90.78 £5.71
Hématocrite (%) 4521 +2.25 41.21+2.49 31.10+2.34 27.11+2.73 31.08 £2.19 27.48 £2.25
VGM (fl) 92.25+4.15 86.38 +3.15 76.05 +4.29 70.33 +3.45 75.98 £4.01 70.65 + 2.82
Fer sérique (umol/l) 20.46+4.64  17.02+5.67  7.34+4.78 4.52 +3.65 7.05 + 4.35 4.71+3.32
Ferritine (ug/1) 208.16 +46.40 78.06+17.39 28.04 £6.40 21.87£5.34 369.25+71.33 294 .21 +57.96
Transferrine (mg/l) 2.75%0.44 2.76 £0.51 3.76 £ 0.46 3.78 £ 0.55 3.79+0.42 3.70+£0.47
CST (%) 31.42+12.78 26.90+12.98 8.54 +6.48 5.41+4.69 8.05 +5.83 5.59 +4.28
CTF (umol Fe/l) 68.81 +11.19 69.13+12.71 94.18 + 11.59 94.57 + 13.76 94.85 + 10.60 92.58 +11.86
Rs-Tf (mg/l) 3.52+0.87 2.86+0.83 8.53+0.92 7.87 £0.89 5.34+2.30 4.73£2.36
Rs-Tf /Log(Ferritine) 1.54 + 0.43 1.55+0.54 6.00 £1.02 6.05+1.27 2.10+0.93 1.95+1.02
CRP (mg/I) <10 <10 <10 <10 >>10 >>10

Les résultats sont exprimés en (moyenne + SD), La CRP (C-Réactive protein) est comparée a la valeur seuil
qui indique l'installation d’un processus inflammatoire (10 mg/L) ; groupe 1(témoin ou référence) : sujets
sains ; groupe 2 (AF) : sujets anémiques d’origine ferriprive ; groupe 3 (AMC) : sujets anémiques d’origine
des maladies chroniques. VGM : volume globulaire moyen ; CST : Coefficient de Saturation de la Tf ; CTF :
Capacité Totale de Fixation de la Tf ; Rs-Tf : Récepteur soluble de la transferrine.
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I11.1. Etude de la corrélation du Rs-Tf avec les autres parameétres

Pour estimer le degré de sensibilité du taux du Rs-Tf au statut martial, la corrélation entre

les parametres du bilan martial et le Rs-Tf a été évaluée et récapitulée dans le (tableau 4) :

Tableau 4 : les valeurs des coefficients de corrélations (r) des principaux parameétres du bilan martial
avec le Rs-Tf chez le groupe témoin et les deux groupes de sujets anémiques (les résultats sont exprimés
séparément entre les deux sexes).

Groupe 1 (témoin) n=60 Groupe 2 (AF) n=50 Groupe 3 (AMC) n=82
Hommes n=32 Femmes n=28 Hommes n=27 Femmes n=23 Hommes n=44 Femmes n=38
Age (ans) -0.05 -0.22 -0.14 -0.02 -0.02 -0.04
Hémoglobine (g/l) -0.98 -0.97 -0.98 -0.97 -0.71 -0.70
Hématocrite (%) -0.93 -0.95 -0.94 -0.96 -0.67 -0.70
VGM (fl) -0.96 -0.91 -0.97 -0.92 -0.68 -0.67
Fer sérique (umol/I) -0.98 -0.98 -0.98 -0.97 -0.72 -0.68
Ferritine (ug/l) -0.98 -0.94 -0.98 -0.95 -0.59 -0.65
Transferrine (mg/l) 0.98 0.98 0.98 0.99 0.70 0.70
CST (%) -0.97 -0.98 -0.99 -0.96 -0.73 -0.67
CTF (umol Fe/l) 0.98 0.98 0.98 0.99 -0.70 -0.70
Rs-Tf (mg/l) 1 1 1 1 1 1
Rs-Tf /Log(Ferritine) 0.99 0.99 0.99 0.96 -0.99 -0.99

Les valeurs négatives du (r) indiquent une corrélation inverse ; les valeurs positives du (r) indiquent une
variation dans le méme sens; groupe 1(témoin ou référence): sujets sains; groupe 2 (AF): sujets
anémiques d’origine ferriprive ; groupe 3 (AMC) : sujets anémiques d’origine des maladies chroniques.
VGM : volume globulaire moyen ; CST : Coefficient de Saturation de la Tf ; CTF : Capacité Totale de Fixation
de la Tf ; Rs-Tf : Récepteur soluble de la transferrine.

On remarqgue une excellente corrélation entre les principaux paramétres du bilan martial avec
le Rs-Tf chez les deux sexes (tableau 4), pour le groupe témoin et le groupe de sujets a anémie
ferriprive (AF) les valeurs absolues (r) sont supérieures a 0,94 avec une valeur (P<0,001), ce qui
indique la sensibilité élevée de ce parametre au statut martial, dans le groupe de sujet a anémie des
maladies chroniques (AMC), la corrélation est relativement moindre pour la totalité des
paramétres (P=0,12); ce qu’on peut expliquer par 1’hétérogénéité de ce groupe (variabilité inter-

individuelle du taux de Rs-Tf tres élevée).

On remarque aussi 1’absence de corrélation entre le Rs-Tf et 1’age, ce qui exclut 1’age

comme un facteur influencant les taux serique de Rs-Tf dans cette population (adulte).
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I11.2. Etude des apports informatifs de chaque parameétre dans le diagnostic
biologique spécifique des anémies étudiées

I11.2.1. Papport du taux d’hémoglobine

Les taux d'hémoglobine dans les trois groupes
160 -

B Hommes
140

B Femmes

120

100

Hémoglobine g/L

80

60

40

20

Groupel (témoin) Groupe2 (AF) Groupe3 (AMC)

Figure 16 : Les taux d’hémoglobine (Hb) en g/L dans le groupel (témoin) (n=60 : 32H/28F) et les deux
groupes de sujets anémiques : Groupe 2 a anémie ferriprive (AF) (n=50: 27H/23F) ; Groupe 3 a anémie
des maladies chroniques (AMC) (n=82 : 44H/38F). Résultats exprimés en moyennes. Les hommes sont
représentés par la colonne a gauche (en rouge foncé) ; Les femmes sont représentées par la colonne a
droite (en rouge clair). Les concentrations moyennes sont représentées au-dessus de chaque colonne.

A partir de I’hémoglobinémie (figure:16), on observe une différence significative du taux
d’hémoglobine (p<0,001) entre le groupe témoin (H: 145.05 £ 5.91 g/L ; F: 135.13 £ 6.26 g/L) et
les deux groupes de sujets anémiques: (H: 100.05 + 6.24 g/L ; F: 90.04 + 6.82 g/L) chez les sujets
a AF et (H: 99.46 £ 538 g/L ; F: 90.78 + 5.71 g/L) chez les sujets a AMC : ce qui confirme
I’installation d’une anémie chez les patients de ces deux groupes mais sans aucune information sur
leur physiopathologie. Cette différence est négligeable (P>0,05) entre les deux groupes anémiques
eux-meémes, ce qui prouve I’absence de la spécificité du dosage d’hémoglobine dans le diagnostic
différentiel des anémies. Donc I’hémoglobinémie ne peut pas nous aider a différencier les origines

des anémies. Son intérét se limite a la confirmation d’une érythropoiése inefficace.
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111.2.2. Papport du volume globulaire moyen

Valeurs du volume globulaire moyen dans les trois groupes
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Figure 17 : Les valeurs du volume globulaire moyen (VGM) en fl dans le groupel (témoin) (n=60 :
32H/28F) et les deux groupes de sujets anémiques : Groupe 2 a anémie ferriprive (AF) (n=50 : 27H/23F) ;
Groupe 3 a anémie des maladies chroniques (AMC) (n=82 : 44H/38F). Résultats exprimés en moyennes.
Les hommes sont représentés par la colonne a gauche (en rouge foncé) ; Les femmes sont représentées
par la colonne a droite (en rouge clair). Les concentrations moyennes sont représentées au-dessus de
chaque colonne.

La différence du volume globulaire moyen entre le groupe témoin (H: 92.25 + 4.15 fl ; F:
86.38 + 3.15 fl) et les deux groupes de sujets anémiques: (H: 76.05 + 4.29 fl ; F: 70.33 + 3.45 fl)
chez les sujets a AF et (H: 75.98 £ 4.01 fl; F: 70.65 %+ 2.82 fl) chez les sujets a AMC, peut
seulement indiquer que 1’anémie est microcytaire sans aucune autre information (figure 17). Un

VGM < 80 fl est1’un des signes d’une anémie ferriprive et/ou inflammatoire [194].
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111.2.3. Papport du fer sérique

Les taux du Fer sérique dans les trois groupes
30 ~
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Figure 18 : Les concentrations du fer sérique (Fe) en pmol/L dans le groupel (témoin) (n=60 : 32H/28F) et
les deux groupes de sujets anémiques : Groupe 2 a anémie ferriprive (AF) (n=50 : 27H/23F) ; Groupe 3 a
anémie des maladies chroniques (AMC) (n=82 : 44H/38F). Les hommes sont représentés par la colonne a
gauche (en bleu foncé); Les femmes sont représentées par la colonne a droite (en bleu clair). Les
concentrations moyennes sont représentées au-dessus de chaque colonne.

Le taux du fer sérique ne peut étre d’aucun apport supplémentaire au diagnostic sauf qu’il est
comme 1’hémoglobine, il confirme une diminution significative (P<0,001) du pool circulant du fer
chez les deux groupes de sujets anémiques (H: 7.34 + 4.78 umol/L; F: 4.52 £ 3.65 umol/L) chez
les sujets a AF et (H: 7.05 + 4.35 umol/L; F: 4.71+ 3.32 umol/L) chez les sujets a AMC, par
rapport au groupe de sujets sains (H: 20.46 + 4.64 umol/L; F: 17 .02 £ 5.67 pumol/L), (figure 18). Il
n’apporte aucune information en ce qui concerne la différentiation entre les origines des anémies.
Donc le fer sérique est aussi un marqueur sans spécificité dans le diagnostic différentiel des
anémies. Il donne uniquement une appréciation sur le fer mobilisé qui est disponible a étre utilisé

par I’érythropoicse.
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111.2.4. Papport de la ferritinémie

Les taux de la ferritine dans les trois groupes
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Figure 19 : Les concentrations de la ferritine en pg/L dans le groupel (témoin) (n=60 : 32H/28F) et les
deux groupes de sujets anémiques : Groupe 2 a anémie ferriprive (AF) (n=50: 27H/23F); Groupe 3 a
anémie des maladies chroniques (AMC) (n=82 : 44H/38F). Les hommes sont représentés par la colonne a
gauche (en bleu foncé); Les femmes sont représentées par la colonne a droite (en bleu clair); les
concentrations moyennes sont représentées au-dessus de chaque colonne.

La ferritinémie donne une différence significative entre les deux groupes de sujets anémiques
(H: 28.04 + 6.40 pg/L; F: 21.87 + 5.34 ug/L) chez les patients a AF(P<0.01) et (H: 369.25 + 71.33
Ma/L; F: 294 .21 + 57.96 ug/L) chez les patients a AMC(P<0.01) en comparaison au groupe
témoin (H: 208.16 + 46.40 ug/L; F: 78.06 + 17.39 ug/L), (figure 19). La différence est aussi trés
significative entre les deux groupes de sujets anémiques eux-mémes (P<0.01). La ferritinémie
basse dans le group 2 nous aide a affirmer que ce groupe est composé de sujets ayant une anémie
strictement d’origine carentielle (AF pure), puisqu’elle est en forte concordance avec le taux

d’hémoglobine et le fer sérique.

Mais dans le troisieme groupe la ferritinemie élevée, est en contradiction avec les paramétres
précédents (Hémoglobine basse, et le fer sérique bas) qui indiquent une déficience en fer. Par
contre le taux de la ferritine indique un trés bon état de réserve en fer (réserves pleines). Ce qu’on

peut expliquer par I’influence du processus inflammatoire sur la ferritine qui est une protéine de la
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phase aigué de I’inflammation ce qui n’exclut pas que 1’anémie soit d’origine carentielle
concomitante a la maladie chronique, donc la ferritine dans ces cas est inutile. Elle ne refléte pas

I’état réel des réserves en fer; au contraire elle peut nous induire en erreur.

Jusqu’ici le diagnostic dans le troisieme groupe est tres difficile et incomplet, il ne permet
pas de distinguer entre les causes possibles de cette anémie, le seul examen qui peut trancher dans
cette situation est 1’exploration des réserves médullaires par le Perls médullaire, un examen

rarement praticable vu son caractere invasif et colteux.
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I11.2.5. ’apport du Rs-Tf sérique

Les taux du Rs-Tf dans les trois groupes
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Figure 20 : Les concentrations du récepteur soluble de la transferrine (Rs-Tf) en mg/L dans le groupel
(témoin) (n=60 : 32H/28F) et les deux groupes de sujets anémiques : Groupe 2 a anémie ferriprive (AF)
(n=50: 27H/23F) ; Groupe 3 a anémie des maladies chroniques (AMC) (n=82 : 44H/38F). Les hommes sont
représentés par la colonne a gauche (en bleu foncé) ; Les femmes sont représentées par la colonne a
droite (en bleu clair), les concentrations moyennes sont représentées au-dessus de chaque colonne.

Le taux du Rs-Tf est trés élevé dans le groupe 2 (H: 8.53 + 0.92 mg/L; F: 7.87 + 0.89 mg/L),
par rapport au groupe témoin (H: 3.52 + 0.87 mg/L; F: 2.86 + 0.83 mg/L), a (P<0,001), ce qui
confirme les forts besoins en fer dans ce groupe (une érythropoiese déficiente en fer), (figure 20).
En effet dans le troisiéme groupe le Rs-Tf est relativement élevé (H: 5.34 + 2.30 mg/L; F: 4.73 +
2.36 mg/L), par rapport au groupe témoin (P<0,05), ce qui nous améne a penser que :

- soit les besoins en fer dans ce groupe sont moindres ou ;

- sont fluctués d’un patient a un autre (fluctuation inter-individuelle).
Si on remarque le taux du Rs-Tf, il est trés hétérogéne dans ce groupe avec des Ecart-types trés

élevés (SD >2.30 mg/L), donc il y a une différence de besoin en fer entre les individus constituants

ce groupe.
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111.2.6. ’apport de ’index Rs-Tf-F

Les performances du diagnostic sont améliorées par le calcul de I’index Rs-
Tf/Log(Ferritine). Ce rapport entre la concentration du Rs-Tf et le logarithme décimale de la
concentration de la ferritine, implique ces deux parametres en méme temps qui reflétent le pool
fonctionnel (les besoins) et le pool de réserve (les stocks) en fer respectivement. Par conséquent

les performances du diagnostic sont beaucoup plus améliorées.

Les valeurs de l'index Rs-Tf/Log(Ferritine) dans les trois groupes

B Hommes

i Femmes

Rapport Rs-TF/Log(Ferritine)

Groupe 1 (témoin) Groupe 2 (AF) Groupe 3 (AMC)

Figure 21 : Les valeurs de I'index Rs-Tf-F dans le groupel (témoin) (n=60 : 32H/28F) et les deux groupes de
sujets anémiques : Groupe2 a anémie ferriprive (AF) (n=50 : 27H/23F) ; Groupe3 a anémie des maladies
chroniques (AMC) (n=82: 44H/38F). Les hommes sont représentés par la colonne a gauche (en bleu
foncé) ; Les femmes sont représentées par la colonne a droite (en bleu clair); les concentrations
moyennes sont représentées au-dessus de chaque colonne.

La valeur de I’index Rs-Tf-f est significativement élevée (P<0,001) chez les sujets a anémie
ferriprive (H : 6,00 et F : 6,05) par rapport au sujets sains (H : 1,54 et F : 1,55) ce qui exprime les
forts besoins et les réserves épuisées en fer chez ces malades (figure 21). Mais chez les sujets avec
des maladies chroniques, sa valeur (H : 2,10 et F : 1,95) est comme le Rs-Tf relativement proche
(P<0,05) de celle du groupe témoin (H: 1,54 et F: 1,55), il n’indique pas tellement des forts
besoins en fer, ce qui est due aux valeurs élevees de la ferritinémie et probablement a la

fluctuation intra-sérielle du Rs-Tf comme on I’avait proposé ci-dessus.
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On remarque aussi que les valeurs de cet index sont invariables entre les deux sexes (P>0,05)

puisque c’est un rapport entre deux parameétres au sein du méme sexe.

C’est a noter que la quantité d’information apportée au diagnostic par les autres parameétres du
bilan martial (la transferrinémie et ses indices) n’est pas aussi importante que celles des parametres

discutés ci-dessus.

En résumé, les résultats des trois groupes sont comme suit :

-Le groupe témoin (correspondant aux sujets sains) a un statut martial normal. La totalité des
paramétres ayant des taux dans les intervalles de référence chez les deux sexes concernant les
100% des individus.

Du fait que I’effectif de ce groupe est représentatif (n=60), adultes, et qu’il représente les
deux sexes, 32 hommes et 28 femmes (plus de 75% des femmes sont en activité génitale). Donc on
peut 1’utiliser comme référence dans cette étude et a ressortir un intervalle de valeurs normales, de
(2,65 @ 4,39 mg/L chez ’homme et 2,03 a 3,69 mg/L chez la femme) pour le Rs-Tf, cet
intervalle est plus étroit que celui proposé par le fabricant, (2,20 a 5,00 mg /L chez I’homme et
1,90 a 4,40 mg/L chez la femme).

- Le bilan du deuxieme groupe est en parfaite concordance avec une anémie ferriprive pour la
totalité de ses parametres, il présente un statut martial perturbé tres représentatif de cette anémie:
une anémie (Hb < 120g/L) ; une microcytose (VGM<80fl) ; pool circulant (Fer sérique diminué,
transferrinémie élevée) ; réserves épuisées (Ferritinémie < 30ug/L) et besoins érythropoiétique en

fer trés élevés (Rs-Tf tres élevé).

- le doute persiste dans le bilan du troisieme groupe qui est difficile a interpréter a cause de la
ferritinémie qui est tres élevée (surcharge des réserves en fer), elle est en contradiction avec les

autres parametres. Ce qui nous pousse a discuter I’homogénéité de ce groupe.
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o Dans un deuxieme temps, en fonction du taux du Rs-Tf, concentrations
comparées a une valeur critique qui est considérée comme la limite
supérieure de P’intervalle des valeurs normales (5 mg /L. chez I’homme) et

(4,4mg/L chez la femme), Le groupe 3 est subdivisé en deux sous-groupes:

- Sous-groupe 1 (n=40) ayant des valeurs du Rs-Tf inferieures & 5 mg/l pour les hommes et
inferieures a 4,4 mg/l pour les femmes;
- Sous-groupe 2 (n=42) ayant des valeurs du Rs-Tf supérieures a5 mg/l pour les hommes

et supérieures a 4,4 mg/l pour les femmes;

Les valeurs des parameétres de ce groupe sont redistribuées et récapitulées de nouveau
suivant cette division (tableau 5), puis on a discuté les mémes points de la premiere partie

selon cette nouvelle division

Tableau 5 : les valeurs des paramétres du bilan martial et la CRP dans les deux sous-groupes composants
le groupe 3 de sujets anémiques (les résultats sont exprimés séparément entre les deux sexes).

Groupe 3 (AMC) n=82

Sous-groupe 1(AMC pure) n=40 Sous-groupe 2 (AF + AMC) n=42

Hommes n=22 Femmes n=18 Hommes n=22 Femmes n=20
Age (ans) 51.45 + 12.65 52.50 £ 9.55 51.27 +11.86 50.95+ 11,14
Hémoglobine (g/dl) 102.04 +6.14 93.64 +£4.45 96.87 + 2.75 88.21 £5.58
Hématocrite (%) 32.08 +2.17 28.62 + 1.66 30.08 +1.75 26.45 + 2.26
VGM (fl) 77.81+£4.05 72.01£2.52 74.15 +3.10 69.43 +2.55
Fer sérique (umol/1) 9.19+4.59 6.29+2.86 4.90 +2.83 3.30+£3.12
Ferritine (ug/l) 393.05 + 79.81 320.09 + 39.32 345.45 + 53.49 270.91 + 62.87
Transferrine (mg/I) 3.59 + 0.45 3.46 +£0.33 3.99+0.28 3.91+0,48
CST (%) 10.97 +6.34 7.59 +3.80 12.7+7.44 3.80 £16.9
CTF (1 mol Fe/l) 89.84 +11.23 86.69 + 8.42 99.87 +7.16 97.89 +12.16
Rs-Tf (mg/l) 3.16 £ 0.83 2.38+0.58 7.52£0.48 6.85+0.78
Rs-Tf /Log(Ferritine) 1.23+£0.36 0.95+0.25 2.97 £0.26 2.85+0.45
CRP (mg/l) >>10 >>10 >>10 >>10

Les résultats sont exprimés en (moyenne + SD), La CRP (C-Réactive protein) est comparée a la valeur seuil
qui indique linstallation d’une réaction inflammatoire (10 mg/L) ; sous-groupe 1 (AMC pure): sujets
anémiques d’origine des maladies chroniques pure; sous-groupe 2 (AF + AMC): sujets anémiques
d’origine ferriprive combinée a des maladies chroniques. VGM : volume globulaire moyen; CST:
Coefficient de Saturation de la Tf ; CTF : Capacité Totale de Fixation de la Tf ; Rs-Tf : Récepteur soluble de
la Tf.
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I11.3. L’évaluation de la corrélation du Rs-Tf avec les autres paramétres du

bilan martial dans les deux sous-groupes composant le groupe 3

Pour apprécier I’importance de cette division et I’utilité du parametre sur lequel elle est
basee, on a évalué de nouveau la corrélation du taux de Rs-Tf avec les autres marqueurs du bilan

martial au sein de chaque sous-groupe (tableau 6) :

Tableau 6 : les valeurs des coefficients de corrélations (r) des principaux paramétres du bilan martial
avec le Rs-Tf dans les deux sous-groupes composants du groupe 3 de sujets anémiques (les résultats sont
exprimés séparément entre les deux sexes).

Groupe 3 (AMC) n=82

Sous-groupe 1(AMC pure) n=40 Sous-groupe 2 (AF + AMC) n=42

Hommes n=22 Femmes n=18 Hommes n=22 Femmes n=20
Age (ans) -0.05 0.10 -0.03 0.10
Hémoglobine (g/dl) -0.98 -0.93 -0.99 -0.98
Hématocrite (%) -0.88 -0.88 -0.95 -0.96
VGM (fl) -0.93 -0.80 -0.96 -0.97
Fer sérique (umol/1) -0.97 -0.96 -0.99 -0.96
Ferritine (ug/l) -0.97 -0.92 -0.98 -0.92
Transferrine (mg/l) 0.96 0.97 0.98 0.98
CST (%) -0.98 -0.95 -0.99 -0.95
CTF (i mol Fe/l) 0.96 0.97 0.98 0.98
Rs-Tf (mg/l) 1 1 1 1
Rs-Tf /Log(Ferritine) 0.99 0.99 0.99 0.98

Les valeurs négatives du (r) indiquent une corrélation inverse ; les valeurs positives du (r) indiquent une
variation dans le méme sens; sous-groupe 1 (AMC pure): sujets anémiques d’origine des maladies
chroniques pure; sous-groupe 2 (AF + AMC): sujets anémiques d’origine ferriprive combinée a des
maladies chroniques. VGM : volume globulaire moyen ; CST : Coefficient de Saturation de la transferrine ;
CTF : Capacité Totale de Fixation de la Tf ; Rs-Tf : Récepteur soluble de la transferrine.

Les coefficients de corrélation du Rs-Tf avec les autres parametres du bilan martial, sont
significativement ameéliores (23%) apres cette division dans les deux sous-groupes (tableau 6), ce
qui confirme I’hypothése de I’hétérogénéité du troisiéme groupe d’une part et affirme I’efficacité
du paramétre sur lequel est basée cette division. Donc le dosage du Rs-Tf est trés efficace pour la
différenciation entre une anémie purement d’origine inflammatoire, d’une anémie d’origine

carentielle associée a la maladie inflammatoire chronique.
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I11.4. Etude des apports informatifs de chaque parametre dans le diagnostic
specifique des anémies étudiées apres la subdivision du troisiéme groupe

I11.4.1. Papport du taux d’hémoglobine

Les taux d'Hémoglobine dans les trois groupes
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Figure 22 : Les taux d’hémoglobine (Hb) en g/L dans le groupel (témoin) (n=60 : 32H/28F) et les deux
groupes de sujets anémiques : Groupe 2 a anémie ferriprive (AF) (n=50 : 27H/23F) ; Groupe 3 a anémie
des maladies chroniques (AMC) (n=82: 44H/38F) subdivisé en deux sous-groupes : le sous-G1 (n=40:
22H/18F) a anémie des maladies chronique pure (AMC) et le sous-G2 (n=42: 22H/20F) a anémie des
maladies chroniques combinée a une carence en fer dite anémie mixte (A mixte): résultats exprimés en
moyennes. Les hommes sont représentés par la colonne a gauche (en rouge foncé); Les femmes sont
représentées par la colonne a droite (en rouge clair), les concentrations moyennes sont représentées au-
dessus de chaque colonne.

La différence du taux d’hémoglobine entre les deux sous-groupes constituant le troisieme
groupe, (H: 102.04 + 6.14 g/L ; F: 93.64 + 4.45 g/L) chez le sous-groupe 1 a anémie des maladies
chroniques pure (AMC) et (H: 96.87 £ 2.75 g/L ; F: 88.21 + 5.58 g/L) chez le sous-groupe 2 a
anémie mixte (A mixte) n’est pas significative (P > 0.05). Il n’apporte au diagnostic que la
confirmation d’une anémie installée chez ces patients (figure 22). Sans aucune information
spécifique sur son origine.

L’hémoglobine reste toujours un marqueur hématologique non spécifique dans le diagnostic

différentiel des anémies.
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I11.4.2. ’apport du volume globulaire moyen

Les valeurs du VGM dans les trois groupes
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Figure 23 : Les valeurs du volume globulaire moyen (VGM) en fL dans le groupel (témoin) (n=60 :
32H/28F) et les deux groupes de sujets anémiques : Groupe 2 a anémie ferriprive (AF) (n=50 : 27H/23F) ;
Groupe 3 a anémie des maladies chroniques (AMC) (n=82 : 44H/38F) subdivisé en deux sous-groupes : le
sous-G1 (n=40: 22H/18F) a anémie des maladies chronique pure (AMC) et le sous-G2 (n=42 : 22H/20F) a
anémie des maladies chroniques combinée a une carence en fer dite anémie mixte (A mixte): résultats
exprimés en moyennes. Les hommes sont représentés par la colonne a gauche (en mauve foncé); Les
femmes sont représentées par la colonne a droite (en mauve clair), les concentrations moyennes sont
représentées au-dessus de chaque colonne.

Le volume globulaire moyen n’indique aucune différence significative (P=0,15) entre les
deux sous-groupes : (H: 77.81 + 4.05 fl ; F: 72.01 + 2.52 fl) chez les sujets a AMC pure et (H:
74.15 £ 3.10 fl ; F: 69.43 £ 2.55 fl) chez les sujets a A mixte (figure 23). Donc le VGM reste sans
apport informatif a ajouter au diagnostic dans le but de la différentiation entre les causes possibles
d’une anémie, sauf qu’il peut nous aider & avoir une idée sur le degré de sévérité d’une anémie,

sans aucune spécificité.
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111.4.3. I’apport du fer sérique

Les taux du fer Sérique dans les trois groupes
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Figure 24 : Les concentrations du fer sérique (Fe) en g/L dans le groupel (témoin) (n=60 : 32H/28F) et les
deux groupes de sujets anémiques : Groupe 2 a anémie ferriprive pure (AF) (n=50 : 27H/23F) ; Groupe 3 a
anémie des maladies chroniques (AMC) (n=82 : 44H/38F) subdivisé en deux sous-groupes : le sous-G1
(n=40 : 22H/18F) a anémie des maladies chronique pure (AMC) et le sous-G2 (n=42 : 22H/20F) a anémie
des maladies chroniques combinée a une carence en fer dite anémie mixte (A mixte): résultats exprimés
en moyennes. Les hommes sont représentés par la colonne a gauche (en bleu foncé) ; Les femmes sont
représentées par la colonne a droite (en bleu clair); les concentrations moyennes sont représentées au-
dessus de chaque colonne.

La concentration sérique en fer chez les deux sous-groupes (H: 9.19 + 4.59 umol/L; F: 6 .29
+ 2.86 pmol/L chez les sujets 8 AMC pure) et (H: 4.90 £ 2.83 pumol/L; F: 3.30 + 3.12 umol/L chez
les sujets a A mixte) (figure 24), reste sans apport informatif a ajouter au diagnostic dans le but de
différenciation entre les origines des anémies (P > 0.05). Elle ne peut pas nous permettre d'obtenir
une approche fiable, ni sur les réserves, ni sur les besoins ferriques d'un individu ; en effet, compte
tenu de sa concentration sérique qui subit une grande variation nychtémérale de 20 a 30%, dépend
de I’alimentation (variation rapide), diminue dans les états inflammatoires (activité de I’hepcidine

bloquant le fer réticulo-endothélial) et augmente dans les situations d’hémolyse [195].

Le dosage et I’interprétation du fer sérique isolément ne permet ainsi pas de juger du statut
martial dans 1’organisme, il doit étre compléter par d'autres marqueurs du bilan martial plus
informatifs. Son dosage est utilisé pour le calcul de la saturation de la transferrine et pour le test

d’absorption intestinale.
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111.2.4. Papport de la ferritinémie

Les taux de la ferritine dans les trois groupes
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Figure 25 : Les concentrations de la ferritine sérique en pg/L dans le groupe 1 (témoin) (n=60 : 32H/28F) et
les deux groupes de sujets anémiques : Groupe 2 a anémie ferriprive pure (AF) (n=50 : 27H/23F) ; Groupe
3 a anémie des maladies chroniques (AMC) (n=82 : 44H/38F) subdivisé en deux sous-groupes : le sous-G1
(n=40: 22H/18F) a anémie des maladies chronique pure (AMC) et le sous-G2 (n=42 : 22H/20F) a anémie
des maladies chroniques combinée a une carence en fer dite anémie mixte (A mixte): résultats exprimés
en moyennes. Les hommes sont représentés par la colonne a gauche (en bleu foncé); Les femmes sont
représentées par la colonne a droite (en bleu clair), les concentrations moyennes sont représentées au-
dessus de chaque colonne.

La différence de concentration sérique de la ferritine entre le sous-groupe 1 (H: 393.05 +
79.81 pg/L; F: 320.09 + 39.32 ug/L) et le sous-groupe 2 (H: 345.45 + 53.49 pg/L; F: 270.91 £
62.87 pg/L) n’est pas tres importante (P > 0.05); elle indique toujours un faux bon état de réserve
en fer qui est totalement en contradiction avec un bilan d’un sujet anémique ; elle reste aussi sans

apport informatif a ajouter au diagnostic différentiel (figure 25).

La ferritinémie reste un marqueur inutile dans le diagnostic différentiel entre les deux sous-
groupes a maladies inflammatoires chroniques. La ferritine peut augmenter dans ces situations,
indépendamment des réserves de fer. Elle est en effet une protéine de phase aigué et augmente
dans les états inflammatoires, ce qui peut masquer une carence martiale [195]. Donc le doute reste
toujours et le diagnostic reste incomplet. Le clinicien dans ces cas la a besoin d’un marqueur plus

spécifique et décisif.
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111.2.5. Papport du Rs-Tf sérique

Les taux du Rs-Tf dans les trois groupes
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Figure 26 : Les concentrations sérique du récepteur soluble de la transferrine (Rs-Tf) en mg/L dans le
groupel (témoin) (n=60: 32H/28F) et les deux groupes de sujets anémiques: Groupe 2 a anémie
ferriprive pure (AF) (n=50: 27H/23F); Groupe 3 a anémie des maladies chroniques (AMC) (n=82:
44H/38F) subdivisé en deux sous-groupes : le sous-G1 (n=40 : 22H/18F) a anémie des maladies chronique
pure (AMC) et le sous-G2 (n=42 : 22H/20F) a anémie des maladies chroniques combinée a une carence en
fer dite anémie mixte (A mixte): résultats exprimés en moyennes. Les hommes sont représentés par la
colonne a gauche (en bleu foncé) ; Les femmes sont représentées par la colonne a droite (en bleu clair),
les concentrations moyennes sont représentées au-dessus de chaque colonne.

La différence de concentrations du Rs-Tf est trés significative (P<0.001), entre les deux
sous-groupes : sujets a AMC pure (H: 3.16 £ 0.83 mg/L; F: 2.38 + 0.58 mg/L), et sujets a anémie
mixte (H: 7.52 £ 0.48 mg/L; F: 6.85 = 0.78 mg/L). En effet, on remarque que la concentration du
Rs-Tf dans le sous-groupe 1 est comparable a celle du groupe témoin (P>0.05), ce qui exclu le
déficit martial chez ces sujets (figure 26); celle du sous-groupe 2 est comparable au groupe 2
(sujets a anémie ferriprive) (P>0.05), ce qui nous affirme un déficit martial sous-jacent malgré la
ferritinémie élevée qui indique un faux bon état de réserves en fer chez ce sous-groupe (figure 25).
Donc le Rs-Tf est un trés bon marqueur biochimique dans le diagnostic différentiel des anémies.
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I11.2.6. I’apport de I’index Rs-Tf-F

Les valeurs de I'index Rs-Tf/Log(Ferritine) dans les trois groupes
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Figure 27 : Les valeurs de I'index Rs-Tf-F dans le groupel (témoin) (n=60 : 32H/28F) et les deux groupes de
sujets anémiques : Groupe 2 a anémie ferriprive pure (AF) (n=50: 27H/23F); Groupe 3 a anémie des
maladies chroniques (AMC) (n=82: 44H/38F) subdivisé en deux sous-groupes: le sous-G1 (n=40:
22H/18F) a anémie des maladies chroniques pures (AMC) et le sous-G2 (n=42 : 22H/20F) a anémie des
maladies chroniques combinée a une carence en fer dite anémie mixte (A mixte): résultats exprimés en
moyennes. Les hommes sont représentés par la colonne a gauche (en bleu foncé); Les femmes sont
représentées par la colonne a droite (en bleu clair), les concentrations moyennes sont représentées au-
dessus de chaque colonne.

L’index Rs-Tf-F dans le sous-groupe 2 (H: 2.97 + 0.26; F: 2.83 + 0.45) est plus élevé que
dans le sous-groupel (H: 1.23 £ 0.36; F: 0.95 £ 0.25) et de celui dans le groupe témoin (P<0.001)
et (P<0.001) respectivement (figure 27). Ce qui réaffirme les faibles besoins en fer chez les sujets

a anémie purement d’origine inflammatoire par rapport aux sujets a anémie mixte

Le rapport RsTf/Log ferritine apporte au diagnostic une importante quantité d’informations
parce qu’il prend en compte simultanément la variabilité des deux marqueurs biologiques du bilan
martial les plus importants : le Rs-Tf qui explore les besoins tissulaires en fer (principalement la
moelle osseuse) et la ferritine qui exprime les réserves en fer. Donc c’est un rapport
(besoins/réserves).
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Ce marqueur présente un excellent intérét dans le diagnostic différentiel des anémies surtout
dans les situations les plus difficiles des déficits martiaux combinés aux syndromes

inflammatoires ; il permet de trancher entre ces deux types d’anémie [194]:

e une valeur basse inférieure a 1, suggére une anémie secondaire a des maladies chroniques
alors que ;
e une valeur élevée supérieure a 2, suggere une anémie d’une carence martiale ou de

I’association des deux causes [194].

Il peut détecter tres précocement un déficit avant méme que 1’anémie ne s’installe puisque,
une valeur supérieure a 2 (valeur prédictive) signale 1’épuisement des réserves en fer et le risque

d’installation d’une anémie.

En resumé, les résultats du troisieme groupe sont comme suit :
Aprés sa subdivision en deux sous-groupes, le bilan du troisieme groupe est devenu tres
interprétable sans aucun paradoxe .Cette division nous a permis de différencier entre deux types

d’anémies difficiles a distinguer :

e Un sous-groupe de sujets anémiques des maladies inflammatoires chroniques (AMC)
ayant un bilan martial caractérisé par (hémoglobinémie basse, VGM bas vers normal,
hyposidérémie, ferritinémie normale ou élevée et un Rs-Tf normal, ce qui exclu toute
possibilité d’existence d’un déficit martial.

e Un sous-groupe de sujets anémiques d’une combinaison entre une maladie chronique et un
déficit martial, dite anémie mixte (A mixte) ayant un bilan martial (sauf la ferritinémie)
comparable au bilan de sujets a anémies purement ferriprives, ce qui affirme ’existence

d’une carence en fer masquée par la maladie manifeste.

Dans cette étude, la variation du taux Rs-Tf sérique nous a permis de sélectionner 42
patients parmi les 82 du troisiéme groupe (42/82), soit 51% des patients ayant une carence martiale

sous-jacente et il nous a confirmé 1’hypothése proposée sur I’hétérogénéité de ce groupe.

On remarque que I’apport d’information ajouté par le Rs-Tf est trés important, il peut
orienter le diagnostic dans le bon sens, donc c’est un bon marqueur pour la spécification des
anémies. Maintenant la question qui se pose : quelle est sa position dans la hiérarchie de

prescription des examens biologiques ?
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V. La position du Rs-Tf dans la Hiérarchie de prescription des examens

Le diagnostic biologique d’une anémie repose classiquement sur un hémogramme qui prend
la premiere position dans la hiérarchie de prescription des examens, pour explorer le degré de
sévérité de I’anémie (par le biais de I’Hb et le VGM) puis les autres paramétres du bilan martial
(Figure 28), dans 70% des cas le bilan martial est interprétable sans aller plus loin que
I’exploration des réserves en fer par la ferritinémie. Mais dans le cas ou le bilan est ininterprétable,
on fait appel a des marqueurs biologiques plus spécifiques, comme les anémies associées aux
maladies inflammatoires chroniques, les cas les plus fréquents ou la différenciation entre les

causes possibles de 1’anémie est trés difficile.

Anémie

Hémoglobine [g/l] : H<13 ; F<12
VGM [fl] : <80

\ 4
Ferritine [ug/l] : H:30 — 244
:F:30-105

\4 *

CRP [mg/l] : >10 CRP [mg/l] : <10

A 4

Ferritine [ug/l] : <30

A 4

Déficit en fer v v

Pas de déficit
en fer

Déficit en fer ?

A\ 4

Rs-Tf [mg/I]

\ 4 v
Rs-Tf [mg/I] : H<4.39 Rs-Tf [mg/1] : H>4.39

:F<3.69 :F>3.69
Rs-Tf/Log [ferritine] < 1 Rs-Tf/Log [ferritine] >2

v v
Perturbation de la distribution /
Utilisation du fer = perturbation
de I'érythropoiese

Déficit en fer

Figure 28: Algorithme pour le diagnostic différentiel entre anémie ferriprive, anémie de maladie

chronique et anémie de maladie chronique associée a une carence en fer.
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Les marqueurs hématologiques (taux d’hémoglobine, le volume globulaire moyen et la
teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine) donnent juste une appréciation sur le degré de

sévérité de 1’anémie.

Dans les cas des anémies ferriprives pures le diagnostic biologique ne va pas plus loin que la
férritinémie, il suffit d’explorer 1’état des réserves en fer. Une ferritinémie inferieure a 30 pg/l est
considérée comme la preuve de réserves en fer insuffisantes (valeur prédictive d’anémie ferriprive
de 92 a 98%) [195]. Elle peut nous confirmer que I’anémie est strictement d’origine carentielle.
Donc la ferritinémie reste le marqueur biologique de choix dans I’exploration des réserves en
fer en dehors de maladie inflammatoire chronique. Mais si la ferritinémie est normale ou élevée le

diagnostic nécessite plus d’investigations:

Le dosage de la CRP est nécessaire pour mettre en question la possibilité d’installation d’un
processus inflammatoire :
e Une CRP négative (inferieure a 10 mg/l) nous permet I’exclusion d’une cause
inflammatoire et a rechercher d’autres causes d’anémies comme:
Anémies par exces de perte
- hémorragies aigués
- anémie hémolytique: raccourcissement de la durée de vie des globules rouges GR < 120
jours)
Anémies par défaut de production
-par insuffisance qualitative (défaut d’érythropoiétine en cas d’insuffisance rénale ;
insuffisance endocrinienne...)
-par insuffisance quantitative (anomalies de synthése d’ADN; anomalies de synthése de

I’Hb, défaut de synthese de la globine : thalassémies)

e Une CRP positive (supérieure a 10 mg/l) nous confirme une réaction inflammatoire donc il
y a une forte possibilité que I’anémie soit d’origine inflammatoire, mais ¢a n’exclue pas la
possibilité d’un déficit martial masqué par cette maladie, la problématique devient comme
suit : « est-ce que I’anémie est due & la maladie inflammatoire ou a une carence martiale

sous-jacente ? »

Dans ces cas complexes ou le bilan initial n’est pas concluant, il ne reste qu’a se référer a

I’examen primordial, qui est la ponction de la moelle osseuse (le Perls médullaire), la seule
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technique utilisée pour 1’exploration des réserves médullaires en fer. Mais elle est rarement
praticable vu son caractére colteux et douloureux, raisons pour lesquelles on essaie toujours de

trouver une autre technique tout aussi sensible et spécifique, sans ses inconvénients.

Ici vient 1’intérét du dosage du Rs-Tf comme un marqueur différentiel entre les causes possibles
de cette anémie :

e Une concentration inferieure a 4.39 mg/L chez ’homme et a 3.69 mg/L chez la femme,
nous oriente vers une anémie provoquée par la perturbation de 1’érythropoiése sous
I’influence des cytokines d’origine inflammatoire.

e Une concentration supérieure a 4.39 mg/L chez I’homme et & 3.69 mg/L chez la femme,
nous oriente vers une anémie d’une combinaison entre le processus inflammatoire et une
carence martiale coexistente.

Remarque : dans cette hiérarchie le Rs-Tf occupe la position du Perls médullaire
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V. Les marqueurs biologiques a tenir en compte et leurs apports informatifs au
diagnostic d’une érythropoiése déficiente en fer.

Les parametres biologiques, sériques, actuels et praticables dans I’exploration du statut

martial a retenir sont les suivants :

V.1. Hémoglobinémie
La baisse de I’hémoglobinémie, présente pour le diagnostic de carence martiale, une faible
sensibilité, du fait d’une apparition tardive aprés une baisse de 20 a 30% des réserves en fer de

I’organisme, et une faible spécificité.

V.2. Volume globulaire moyen
Couramment diminué (VGM inferieur a 80fl) dans la carence martiale, moins souvent
diminué vers la normale dans les anémies des maladies chroniques. Le VGM est également un

parameétre non spécifique, peu sensible et surtout tardif [194].

V.3. Fer sérique

L’exploration du fer sérique isolément ne résume pas la physiopathologie d’une anémie. I
est sujet & de nombreuses variations: au cours du nycthémere, en fonction des apports
alimentaires, des traitements ou de I’existence d’une hémolyse. Il n’est jamais utilisé seule pour la
définition d’une carence martiale [196]. Comme il est impossible d’interpréter un résultat de fer
sérique isolé, on ajoute a ce dosage celui de la transferrine ou de sa mesure indirecte, UIBC
(Unsaturated Iron Binding Capacity) représentant la capacité latente de fixation du fer ou TIBC
(fer + UIBC) représentant la capacité totale de fixation du fer. Donc son dosage est nécessaire a la

mesure de la capacité totale de fixation de la transferrine et son coefficient de saturation.

V.4. Transferrine

La transferrine est la protéine plasmatique qui assure le transport du fer dans I’organisme.
Chaque molécule de transferrine peut lier 2 ions Fe** au maximum, soit 1,25 mg de fer pour 1
gramme de transferrine. Sa synthese est contr6lée par le fer tissulaire, augmentée lorsqu’il est bas
et diminuée s’il est élevé. Sa concentration subit aussi des variations circadiennes de 17 a 70%
[195]. La transferrine est normale ou diminuée dans les états inflammatoires. Elle peut aussi

diminuer dans la malnutrition.
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V.5. Le coefficient de saturation de la transferrine (CST)

Le CST est également considéré comme le reflet des stocks du fer de 1’organisme. Il
correspond au coefficient de liaison du fer a sa principale protéine de transport. En pratique, il est
considéré comme I’indicateur du fer disponible pour 1’érythropoi¢se [195]. Il est calculé par le
rapport du fer sérique avec la capacité totale de fixation de la transferrine. La diminution du CST
en dessous de 16 % est un marqueur de la carence martiale a un stade avancée. Il ne s’agit
toutefois pas d’un paramétre sensible de la carence en fer, car il ne diminue que s’il n’y a plus de
réserves de fer et que I’hémoglobine a diminué [195]. Son principal intérét est d’orienter vers une
surcharge en fer lorsque sa valeur dépasse 45% [197], dans les conditions ou la quantité de fer
disponible est supérieure a la demande: hémochromatose, érythropoiése inefficace (syndrome
myélodysplasique, anémie aplastique).Un syndrome inflammatoire se traduit aussi par une baisse
du CST. Cependant dans ce cas, la diminution du fer plasmatique n’est pas due a une carence en

fer.

V.6. La ferritinémie

La ferritinémie est, en I’absence de maladie inflammatoire, directement proportionnelle a la
quantité de réserves en fer de I’organisme. Son dosage est considéré comme le meilleur marqueur
pour explorer ces réserves. L’augmentation de 1 pg/L de la concentration en ferritine correspond
au stockage de 8 mg de fer. Cette relation n’est plus valable au-dela de 1000 pg/L car la ferritine
tissulaire s’agrége alors sous forme d’hémosidérine insoluble [198]. Donc elle reste un indicateur
de choix du stock en fer et le dosage de référence pour le diagnostic des déficits ou des surcharges,
en I’absence de syndrome inflammatoire.
Le seuil diagnostique généralement admis est <15 pg/L. cependant les seuils utilisés varient entre
12 pg/L et 30 pg/L selon les études. Dans les situations inflammatoires chroniques, les seuils

diagnostiques peuvent étre augmentés [199], en générale autour de 100 pg/L.

V.7. Le récepteur soluble de la transferrine (Rs-Tf)

Le Rs-Tf est alors un marqueur trés utile dans le diagnostic des anémies. Sa concentration
plasmatique est proportionnelle a la quantité de récepteurs présents a la surface des cellules
hématopoiétiques et augmente en cas de carence en fer. La concentration du Rs-Tf n’est pas
modifiée par I’existence d’un syndrome inflammatoire ; en revanche, elle est corrélée a I’intensité
de D’érythropoiése [196]. En I’absence de standardisation des dosages, les valeurs usuelles
différent d’un réactif a I’autre, ce qui impose d’utiliser le méme réactif pour le suivi d’un patient.

Le dosage du Rs-Tf, n’est pas cumulable avec celui de la ferritine. Cependant 1’index Rs-Tf/ Log
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ferritine, qui implique deux variables influencées antiparallélement par les stocks de fer, permet
une estimation fiable du fer corporel et son calcul peut se révéler utile pour le diagnostic de
carence en fer associée a un syndrome inflammatoire [200,201]. Un quotient inferieur a 1 suggére
une anémie de maladie chronique alors qu’un quotient supérieur a 2 suggere une carence en fer

associée a I’anémie de maladie chronique [195].

Les paramétres biologiques d’appréciation de 1’état du fer mentionnés ci-avant sont a envisager en

fonction du contexte clinique dans le (tableau 7) décisionnel ci-dessous :

Tableau 7 : Marqueurs hématologiques et ferriques selon les situations cliniques : anémie ferriprive (AF),
anémie des maladies chroniques (AMC) ou anémie mixte (AF+AMC) [202].

Parametre Modifications AF AMC AF +AMC
Hémoglobine Activité de I'Erythropoiese ! ! !
VGM Activité de I'Erythropoiese i} Nou | Nou |
Fer sérique statut martial (pool labile) ! ! !
Transferrine Statut martial (transport) 1 Nou | l
Saturation de la TF Statut martial (disponibilité) ! ! !
TIBC/Rs-TF statut martial (trans/beusoi) T l touN
Ferritine réserves de fer l 0 N ou t
Rs-TF Fonctionnel (beusoi) i N 0
Index Rs-Tf-F Fonctionnel/réserve >2 <1 >2

VGM : volume globulaire moyen ; CST : Coefficient de Saturation de la transferrine ; TIBC : Capacité Totale
de Fixation de la transferrine ; Rs-Tf : Récepteur soluble de la transferrine ; N: normale ; | : diminution ;
1 : augmentation.
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Conclusion

Le récepteur de la transferrine est une protéine importante dans le métabolisme du fer et de
I'érythropoiése. Le dosage du Rs-Tf, qui est une forme tronquée et soluble du récepteur
membranaire, est maintenant accessible par des techniques immunoenzymatiques, automatisé avec
une bonne précision intra- et inter-essai. Le Rs-Tf refléte le contenu tissulaire en RTf qui est
augmenté par la déficience en fer et proportionnel a I’intensité de 1’érythropoiése. La mesure du
Rs-Tf est particuliéerement recommandée pour 1’évaluation de l'efficacité de 1’érythropoiése et ses
besoins en fer :

- pour le diagnostic d'une carence en fer isolé de tout syndrome inflammatoire.

- pour le diagnostic d'une carence en fer associée a une maladie inflammatoire chronique ou a une
infection ou la ferritine est inutile pour explorer les réserves (faussement normale ou élevée par
I’influence des cytokines de I’inflammation) ; contrairement & la variation du Rs-Tf qui est

indépendante de tout état inflammatoire.

La prise en compte des deux variables essentielles influencées par les stocks de fer dans
I’index Rs-Tf/Log ferritine, optimise la valeur du test. Cet index aussi permet d’orienter le

diagnostic pour distinguer entre ces deux types d’anémie.

Cette étude nous a permis de proposer le dosage des récepteurs de transferrine sérique
comme un examen prometteur pour I’exploration de I’intensité de 1’érythropoicse et le diagnostic
différentiel des anémies avec un intervalle de référence de 2.65 a 4.39 mg/L chez les hommes et
les femmes ménopausées, et de 2.03 a 3.69 mg/L chez les femmes en activité génitale. Toutefois,
le développement d’un standard international pour le dosage du Rs-Tf accompagné de normes
pour les valeurs de référence et les seuils pathologiques aiderait a 1’introduction du Rs-Tf comme

nouveau parametre dans 1’évaluation du métabolisme du fer et de 1’érythropoicse.
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Perspectives

Dans le but de la continuité de ce travail, le spectre de prescription de ce marqueur peut étre

¢largi a d’autres intéréts qui sont:

- le diagnostic d'une carence fonctionnelle en fer chez les enfants, les adolescents, les athlétes
(réserves en fer faibles donc ferritine peu informative) ;

- le diagnostic précoce d'une érythropoiése déficiente en fer chez les femmes enceintes ;

- le diagnostic différentiel des anémies ;

- le suivi de l'efficacité et le meilleur ajustement du traitement a 1’érythropoiétine des insuffisants
rénaux ou de tout autre traitement visant a augmenter 1’érythropoiése ;

- la surveillance des transplantations de la moelle osseuse ;

- comme examen alternatif au Perls médullaire dans 1’évaluation du fer médullaire.
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Annexe 1: fiche de renseignements clinique et interrogatoire du malade

Fiche de renseignements cliniques

I. informations personnelles

NOM ©. -
ML) B55cccamammonnanaaacaeaARnnoa0aoaaAa: AGE .o,
AdresSSe ©o.uieiii SEIVICe = .o
N o Dossier n°:............. Code ‘oovriii

Il. Enquéte étiologique

Profession ........cccooeviiiiiii Prise de médicaments....................ooeeeennl.
Médication SUiVIe :.......cccoveiiiiiiiiiiieene. Durée du traitement..................coooin
Transfusion & ... Nombre de fois.........coovviiiiii
Date de la derniére transfusion :.../.... / 2010 MENOPAUSE......c.oviiiiiiii i

IV. Clinique

1. Signes généraux

- paleur cutanéo-muqueuse

- asthénie

2. Conséquences de I’hypoxémie 3.Signes neurologiques (par hypoxémie)
- Céphalées []
- vertiges [ ]

- Acouphénes ]

- Dyspnée

- Tachycardie

- angor d’effort voire IDM

- claudication intermittente

4. Autres sighes associés
-SMG

-Ganglion

U0 oot od

Appréciation du type d’anémie recherchée en se basant sur I’état clinique :
Acceptabilité oui[ ] non [ ]

IV. Diagnostic biologique

Préléevement sur sang veineux effectuée ajeunle:...... [...... /2010 a...............
Type d'anticoagulant Quantité en ml | Remarques
EDTA

HEPARINATE DE LITHIUM

NFS (formule numération sanguine) + bilan martial ;. effectuée ......... h........ min apres le
prélevement.




11965239001V 14

Fe

cobas’

Fer
@ Réactifs utilisables sur les analyseurs Roche/Hitachi suivants :
Réf. Flacon Contenu 902 912 917 MODULAR
P D
1 6 x 64 mL
° °
11876996 216 9 IREAGENT| 6 x 16 mL
11929658 216 1 6 x 258 mL ° °
11929666 216 2 REAGENT] 6 x 68 mL
1 12 x 50 mL
° °
11970704 216 2 IREAGENT| 6 X 20 mL
11970747 216 1 [REAGENT| 6 x 100 mL .
(USA uniquement) 2 REAGENT] 3 x 46 mL
Certains analyseurs ou coffrets peuvent ne pas étre disponibles dans tous Tes pays. Pour Tufilisation sur d'autres analyseurs,
veuillez contacter la société Roche Diagnostics de votre pays.
Francais A un pH acide, le fer est détaché de la transferrine. Les échantillons

Codes d’application
Pour les analyseurs Roche/Hitachi 912/917/MODULAR P/
MODULAR D : ACN 661

Domaine d'utilisation
Test pour la détermination quantitative in vitro du fer dans le sérum et le
plasma humains sur les analyseurs de chimie clinique de Roche.

Caractéristiques'2345
Le fer apporté par I'alimentation est principalement résorbé sous forme
de Fe2* dans le duodénum et le jéjunum proximal. Le fer trivalent et le fer
héminique Fe3* d'origine alimentaire qui doit étre réduit a I'état ferreux par la
vitamine C. Env. 1 mg de fer est absorbé quotidiennement. Les ions Fe2
qui pénetrent dans les cellules muqueuses sont pris en charge par des
substances de transport. Avant de passer dans le plasma, ils sont oxydés en
Fe3* par la céruléoplasmine ; c’est sous cette forme que le fer est lié a la
transferrine. Le transport du fer dans le plasma se fait sous forme de complexe
transferrine-fer. Une molécule de transferrine peut transporter au maximum
deux ions Fe3. La quasi-totalité du fer sérique est lié a la transferrine.
Les dosages de fer (non héminique) sont utiles pour le diagnostic et le
suivi des anémies ferriprives, des hémochromatoses (maladies dues au
dépdt dans les tissus de deux pigments ferrugineux, 'hémosidérine et
hémofuchsine, et caractérisées par une pigmentation de la peau) ainsi
que des maladies rénales chroniques. On effectue des dosages de fer
pour le diagnostic et le suivi d'anémies microcytaires (anémies dues a
un trouble du métabolisme du fer ou a une hémogobinopathie par ex.),
d’anémies macrocytaires (anémies par déficit en vitamine B12 ou en
acide folique, anémies dues a un trouble du métabolisme induit par des
médicaments ou d’étiologie inconnue par ex.) et d’anémies normocytaires
(anémie due a une insuffisance rénale (déficit en érythropoiétine), anémie
hémolytique, anémie due & une hémoglobinopathie, une insuffisance
médullaire ou des Iésions médullaires d’origine toxique par ex.).
De nombreuses méthodes photométriques ont été décrites pour le dosage
du fer. Toutes ont en commun les étapes suivantes :
- dissociation des ions Fe3+ du complexe transferrine-fer a

l'aide d’acides ou de détergents
- réduction des ions Fe3+ en ions Fe2*
- réaction des ions Fe2+ conduisant a un complexe coloré
La méthode décrite ci-aprés est une méthode de dosage sans
déprotéinisation qui fait appel a la FerroZine.

Principe

Test colorimétrique

o Le réactif R1 est ajouté a I'échantillon.

o Addition de R2 et déclenchement de la réaction :

pH < 2,0

Transferrine-Fe-complexe ————  apotransferrine + Fe3+

ascorbate

Fed+ Fe2+

——> complexe coloré

FerroZine + Fe2*

lipémiques sont clarifiés par un détergent. Lascorbate réduit les ions Fe3+
en ions Fe2+ qui forment ensuite un complexe coloré avec la FerroZine.
Lintensité de la coloration développée est directement proportionnelle

a la concentration en fer et est mesurée par photométrie.

Réactifs - composition et concentrations
R1 Acide citrique : 200 mmol/L ; thiourée : 115 mmol/L ; détergent
R2 Ascorbate de sodium : 150 mmol/L ; FerroZine :

6 mmol/L ; conservateur

Précautions d’emploi et mises en garde

Pour diagnostic in vitro

Observer les précautions habituelles de manipulation en laboratoire.

Fiche de sécurité disponible sur demande pour les professionnels.
L’élimination de tous les déchets doit étre effectuée conformément

aux dispositions légales.

Pour les USA :

Mise en garde : ce réactif contient de la thiourée, substance connue des
autorités californiennes comme pouvant provoquer le cancer ou des Iésions
affectant la reproduction. Elle peut aussi provoquer une irritation de la peau.
En cas de contact, rincer abondamment avec de I'eau. En cas de contact
avec les yeux ou d'ingestion, consulter inmédiatement un médecin.

Préparation des réactifs
R1 : Prét a 'emploi.
R2 : Prét a 'emploi.

Conservation et stabilité

Avant ouverture des flacons : entre 2 et 8 °C jusqu’a la

date de péremption indiquée

R1 : 28 jours aprés ouverture et réfrigéré sur I'analyseur

R2: 28 jours apres ouverture et réfrigéré sur 'analyseur. Protéger de la lumiere.

Prélévement et préparation des échantillons

Pour le prélevement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.

Seuls les types d’échantillons suivants ont été testés et peuvent étre utilisés :

Sérum

Plasma recueilli sur héparinate de lithium, de sodium ou d’ammonium.
Le plasma recueilli sur oxalate ou EDTA conduit a des taux

de récupération diminués.

Les différents types d'échantillons indiqués ci-dessus ont été testés a l'aide
d’une sélection de tubes de prélevement disponibles dans le commerce au
moment du test : les tubes de prélévement des différents fabricants n'ont pas
tous été testés. Les systémes de prélévement du sang de divers fabricants
peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas, influencer
le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires (systémes de
prélevement du sang), suivre les instructions données par le fabricant.

Stabilité :6 7 jours entre 15 et 25 °C
3 semaines entre 2 et 8 °C
plusieurs années entre -15 et -25 °C

Séparer immédiatement le sérum ou le plasma du caillot ou des
cellules dans I'heure qui suit le prélévement.
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Les échantillons qui contiennent un précipité doivent étre
centrifugés avant I'analyse.

Matériel fourni
Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentrations ».

Matériel auxiliaire nécessaire
o Calibrateur : C.f.a.s. (Calibrator for automated systems),
Réf. 10759350 190, 10759350 360 (pour les USA)
*  Controles : Precinorm U, par ex. Réf. 10171743 122 ou
Precinorm U plus, Réf. 12149435 122, 12149435 160 (pour les USA)
Precipath U, par ex., Réf. 10171778 122 ou
Precipath U plus, Réf. 12149443 122, 12149443 160 (pour les USA)
*  Solution de NaCl 0,9 %
*  SMS/Acid Wash ou 0,2 N HCI pour analyseurs Roche/Hitachi
(excepté MODULAR D)
*  Equipement habituel de laboratoire

Mode opératoire

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux
instructions relatives a I'analyseur utilisé indiquées dans la présente
notice. Pour les instructions spécifiques de I'analyseur, se référer

au manuel d'utilisation approprié.

En cas d'utilisation de tests non validés par Roche, les performances
analytiques ne sont pas garanties et doivent étre définies par I'utilisateur.

Calibration

Tracabilité : la méthode a été standardisée par rapport a un
standard de référence primaire.

S1 : Solution de NaCl 0,9 %

S2 : C.fa.s. (Calibrator for automated systems)

Fréquence des calibrations

Une calibration en deux points est recommandée :

* en cas de changement de lot de réactif

* sile controle de qualité I'exige

Contréle de qualité

Pour le contréle de qualité, utiliser les matériaux de contréle indiqués
dans le paragraphe « Matériel auxiliaire nécessaire ». D'autres contrbles
appropriés peuvent également étre utilisés.

La fréquence des contrdles et les limites de confiance doivent étre
adaptées aux exigences du laboratoire. Les résultats doivent se
situer dans les limites de confiance définies.

Chaque laboratoire devra établir la procédure a suivre si les résultats
se situent en dehors de ces limites.

Se conformer & la réglementation gouvernementale et aux directives
locales en vigueur relatives au contrle de qualité.

Calcul des résultats
Lanalyseur calcule automatiquement la concentration en
analyte de chaque échantillon.

Facteurs de conversion:  pmol/L x 5,59 = pg/dL
pmol/L x 0,0559 = mg/L
pg/dL x 0,179 = pmol/L
pg/dL x 0,010 = mg/L

Limites d’utilisation - interférences’

Critére d’acceptabilité : recouvrement + 10 % par rapport a la valeur initiale
Ictére : pas d'interférence significative jusqu'a un indice | de 60
(concentrations approximatives de bilirubine conjuguée et non

conjuguée : 1026 pmol/L ou 60 mg/dL).

Hémolyse : pas d'interférence significative jusqu’a un indice H de 80
(concentration approximative d’hémoglobine : 50 pmol/L ou 80 mg/dL).
Des concentrations en hémoglobine plus élevées conduisent a 'obtention
de résultats faussement positifs en raison de la contamination de
I'échantillon par le fer lié & 'hémoglobine.

Lipémie (Intralipid) : pas d'interférence significative jusqu’a un

indice L de 1000. Il n'y a pas de concordance satisfaisante entre la
turbidité et la concentration en triglycérides.

Chez les patients recevant une supplémentation en fer ou des médicaments
liant les métaux, le fer contenu dans le médicament peut géner la réaction
et conduire a l'obtention de résultats faussement bas.

cobas’

Dans de trés rares cas, la gammapathie, en particulier de type IgM
(macroglobulinémie de Waldenstrdm), peut conduire a des résultats erronés.
Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours étre confrontés aux données de
'anamnése du patient, au tableau clinique et aux résultats d’autres examens.
ACTION NECESSAIRE

Programmation de séquences de lavages spéciaux : sur les analyseurs
Roche/Hitachi, certaines combinaisons de tests exigent la programmation
d'étapes de lavage spéciales. Pour de plus amples informations, se référer a
la derniére version des listes de prévention des contaminations (Carry over
evasion list) ainsi qu'au manuel de l'utilisateur. Pour les USA : pour les étapes
de lavage particuliéres, se référer a la fiche de programmation Special Wash
(site web MyLabOnline) et au manuel de l'utilisateur. Le cas échéant, la
programmation des lavages spéciaux/de prévention des contaminations
doit étre implémentée avant d’effectuer le rapport de ce test.

Limites et intervalles

Domaine de mesure

0,90-179 pmol/L (5-1000 pg/dL)

Les échantillons dont les concentrations sont supérieures a 1000 pg/dL
sont réanalysés par 'analyseur via la fonction Réanalyse. Si I'analyseur

ne permet pas de faire des réanalyses, diluer manuellement ces
échantillons a l'aide d’'une solution de NaCl 0,9 %, d’eau distillée ou
désionisée (par ex. dans le rapport 1 + 1). Multiplier le résultat par le
facteur de dilution approprié (2 dans 'exemple).

Analyseur Roche/Hitachi 912

Les échantillons ayant des concentrations plus élevées sont automatiquement
réanalysés par 'appareil. Le rapport de dilution des échantillons lors de
réanalyse automatique est 1/2. Les résultats des échantillons dilués pour

la réanalyse sont automatiquement multipliés par le facteur 2.

Analyseurs Roche/Hitachi 917/MODULAR P/MODULAR D

Les échantillons ayant des concentrations plus élevées sont automatiquement
réanalysés par 'appareil. Le rapport de dilution des échantillons lors de
réanalyse automatique est 1/2,14. Les résultats des échantillons dilués pour
la réanalyse sont automatiquement multipliés par le facteur 2,14.

Limites inférieures de mesure

Limite inférieure de détection du test

0,90 pmol/L (5 pg/dL)

La limite inférieure de détection correspond au plus faible taux d’analyte
mesurable pouvant étre distingué de zéro. Elle est obtenue par le calcul et
correspond au plus faible taux de la gamme de standards + 3 écarts-type
(standard 1 + 3SD, répétabilité n = 21).

Valeurs de référence

Sérum, plasma8

Hommes : 10,6-28,3 pmol/L (59-158 pg/dL)

Femmes : 6,6-26,0 pmol/L (37-145 pg/dL)

La concentration en fer dans le sérum et le plasma dépend de I'alimentation
et est sujette a des variations nycthémérales.®

Domaines de référence (U.S.A.)1°

Hommes : 8,1-28,6 umol/L (45-160 pg/dL)

Femmes : 5,4-28,6 pmol/L (30-160 pg/dL)

Chaque laboratoire devra vérifier la validité de ces valeurs et établir au besoin
ses propres domaines de référence selon la population examinée.

Performances analytiques

Les performances analytiques indiquées ci-dessous sont représentatives.
Les résultats obtenus au laboratoire peuvent différer de ceux-ci.
Précision

La précision a été déterminée & l'aide d’échantillons humains et de
contréles selon un protocole interne. Répétabilité* (n = 21), précision
intermédiaire** (5 aliquotes par série, 1 série par jour sur 21 jours).

Les résultats suivants ont été obtenus :

Précision intermédiaire**
Moyenne cv Moyenne cv
pmol/lL | pg/dL % pmol/lL | pg/dL %
Sérum humain 9,31 52 1,2 8,23 46 1,8
Precinorm U 16,1 90 0,9 16,6 93 11
Precipath U 23,6 132 0,8 24,7 138 0,6

Répétabilité*

Echantillon

Roche/Hitachi
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Tina-quant [@ Transferrine version 2

cobas’

@ Réactifs utilisables sur les analyseurs Roche/Hitachi suivants :

Réf. Flacon Contenu

902 904 M 917 MODULAR
912 P D

[REAGENT] 6 x 18 mL

03015084 122 6x8mL

[REAGENT] 6 x 50 mL

03015114 122 [REAGENT] 6 X 19 mL

_ N =N =

[REAGENT] 4 x 250 mL

04580524 190 9 4x102mL

Les analyseurs et les coffrets ne sont pas tous disponibles dans tous les pays. Pour I'utilisation sur d’'autres analyseurs,
veuillez contacter la société Roche Diagnostics de votre pays.

Francais

Codes d’application
Pour les analyseurs Roche/Hitachi 904/911/912/917/MODULAR P : ACN 187

Pour les analyseurs Roche/Hitachi MODULAR P2/MODULAR D : ACN 231
a) Sauf aux U.S.A.

Domaine d'utilisation

Test immunoturbidimétrique pour la détermination quantitative in
vitro de la transferrine dans le sérum et le plasma humains sur les
automates de chimie clinique de Roche.

Caractéristiques’2345

La transferrine est une glycoprotéine d’un poids moléculaire de

79 570 daltons. Elle est constituée d’'une chaine polypeptidique a

laquelle sont liées, par des liaisons N-glucosidiques, deux chaines
d'oligosaccharides. Il existe de nombreuses isoformes. La vitesse de
synthése de la transferrine dans le foie peut étre modifiée en fonction

des besoins et des réserves en fer de I'organisme.

La transferrine est la protéine de transport du fer dans le sérum. En cas
de déficit en fer, le degré de saturation de la transferrine semble étre un
indicateur extrémement sensible d’un appauvrissement fonctionnel en fer.
Le taux de ferritine est diminué en cas de diminution des réserves de fer.
En cas d’hyposidérémie, un déficit en fer peut étre exclu si le taux sérique
de transferrine est abaissé, comme c’est le cas dans les inflammations
ou, plus rarement, lors de déficit en acide ascorbique. Pour le dépistage
d’'une hémochromatose héréditaire le degré de saturation de la transferrine
apporte plus d'informations sur le génotype homozygote que la ferritine.
Le traitement d’'une anémie par de I'érythropoiétine chez des patients
atteints d'insuffisance rénale n’est efficace que si les réserves de fer

dans l'organisme sont suffisantes. Le meilleur moyen de contréle est la
détermination du coefficient de saturation de la transferrine au cours du
traitement. Associée au dosage de la ferritine, la détermination du coefficient
de saturation de la transferrine permet d’apprécier la surcharge en fer chez
les patients atteints d'affections hépatiques chroniques.

Il existe différentes méthodes de dosage de la transferrine comme la
néphélométrie, l'immunodiffusion radiale et la turbidimétrie. Le test Transferrine
de Roche repose sur le principe d’agglutination immunologique.

Principe®7:8
Test immunoturbidimétrique
* Le réactif R1 (tampon) est ajouté & I'échantillon.
* Addition de R2 (anticorps anti-transferrine/NaCl) et

déclenchement de la réaction :
Les anticorps anti-transferrine réagissent avec 'antigene de I'échantillon avec
formation de complexes antigenes-anticorps. L'agglutination qui en résulte est
mesurée par turbidimétrie. Laddition de polyéthyléneglycol (PEG) permet
d’atteindre rapidement le point final et augmente la sensibilité.

Réactifs - composition et concentrations

R1 Tampon phosphate : 55 mmol/L, pH 7,2 ; NaCl : 25 mmoliL ;
polyéthyléneglycol : 5% ; conservateur

R2 Anticorps (de lapin) anti-transferrine humaine : dépend du titre de
I'antisérum ; chlorure de sodium : 100 mmol/L ; conservateur

Précautions d’emploi et mises en garde
Pour diagnostic in vitro
Observer les précautions habituelles de manipulation en laboratoire.

Fiche de sécurité disponible sur demande pour les professionnels.
L'élimination de tous les déchets doit étre effectuée conformément
aux dispositions légales.

Préparation des réactifs
R1 : Prét a 'emploi.
R2 : Prét a 'emploi.

Conservation et stabilité

Avant ouverture des flacons : entre 2 et 8°C, jusqu’a la
date de péremption indiquée

R1 : 84 jours apres ouverture et réfrigérés sur l'analyseur
R2 : 84 jours apres ouverture et réfrigérés sur l'analyseur

Prélévement et préparation des échantillons

Pour le prélévement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.

Seuls les types d’échantillons suivants ont été testés et peuvent étre utilisés.
Sérum

Plasma : recueilli sur héparinate de lithium, de sodium et d’ammonium.

Ne pas utiliser de plasma recueilli sur EDTA ou citrate.

Les différents types d’échantillons indiqués ci-dessus ont été testés a l'aide
d’'une sélection de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moment du test : les tubes de prélevement des différents fabricants n'ont pas
tous été testés. Les systemes de prélévement du sang de divers fabricants
peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas, influencer
le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires (systémes de
prélevement du sang), suivre les instructions données par le fabricant.

Les échantillons qui contiennent un précipité doivent étre

centrifugés avant 'analyse.

Stabilité :° 8 jours entre 15 et 25°C
8 jours entre 2 et 8°C
6 mois entre -15 et -25°C

Matériel fourni
Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentrations ».

Matériel auxiliaire nécessaire

o Calibrateurs : C.f.a.s. (Calibrator for automated
systems) Proteins, Réf. 11355279 (USA # 1355279)
Preciset Serum proteins, Réf. 11876406 (USA # 1876406)

e Contrbles : Precinorm Protein, Réf. 10557897 (USA # 557897)
Precipath Protein, Réf. 11333127 (USA # 1333127)

* Solution de NaCl 0,9%

*  Equipement habituel de laboratoire

Mode opératoire

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux
instructions relatives a I'analyseur utilisé indiquées dans la présente
notice. Pour les instructions spécifiques de 'analyseur, se référer

au manuel d'utilisation approprié.

Veuillez noter que deux applications sont disponibles pour I'analyseur
MODULAR P, I'une utilisant le calibrateur C.f.a.s. Proteins (ACN 187)
et l'autre utilisant le calibrateur Preciset Serum proteins (ACN 231).
Pour les configurations MODULAR PD, il est recommandé d'utiliser
Iapplication ACN 231 sur 'analyseur MODULAR P.

Lapplication ACN 231 pour 'analyseur MODULAR P n’est

pas disponible aux USA.
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En cas d'utilisation de tests non validés par Roche, les performances
analytiques ne sont pas garanties et doivent étre définies par I'utilisateur.

Calibration
Tragabilité : la méthode a été standardisée par rapport a la préparation
de référence CRM 470 (RPPHS)'.

Analyseurs Roche/Hitachi 902/MODULAR P (ACN 231)/MODULAR D
S1: Solution de NaCl 0,9%
S2-6 : Preciset Serum proteins

Analyseurs Roche/Hitachi 904/911/912/917/MODULAR P (ACN 187)
S1: Solution de NaCl 0,9%

S2-6 : C.fa.s. Proteins

Facteurs multiplicateurs de la valeur théorique du C.f.a.s. Proteins
pour le calcul des concentrations des standards de la courbe de
calibration (calibration en 6 points) :

S2:0,125 S5 :1,000
53:0,250 S6: 2,000
S4:0,500

Fréquence des calibrations :

Une calibration compléte est recommandée :

* en cas de changement de lot de réactif

* sile controle de qualité le rend nécessaire

Controle de qualité

Pour le contréle de qualité, utiliser les matériaux de contrdle indiqués
dans le paragraphe « Matériel auxiliaire nécessaire ». D’autres contrles
appropriés peuvent également étre utilisés. La fréquence des contrbles
et les limites de confiance doivent étre adaptées aux exigences du
laboratoire. Les résultats doivent se situer dans les limites de confiance
définies. Chaque laboratoire devra établir la procédure a suivre si les
résultats se situent en dehors de ces limites.

Calcul des résultats
L’analyseur calcule automatiquement la concentration en
analyte de chaque échantillon.

mg/dL x 0,01 = g/L
g/L x 100 = mg/dL

Limites d'utilisation - interférences

Critére d’acceptabilité : recouvrement + 10% par rapport & la valeur initiale.
Ictere : pas d'interférence significative jusqu’a un indice | de 60
(concentrations approximatives en bilirubine conjuguée et non

conjuguée : 60 mg/dL ou 1026 pmol/L).

Hémolyse : pas d'interférence significative jusqu’a un indice H de 1000
(concentration approximative d’hémoglobine : 1 000 mg/dL ou 621 pmol/L).
Lipémie (Intralipid) : pas d'interférence significative jusqu’a un

indice L de 500. Il n'y a pas de concordance satisfaisante entre la

turbidité et la concentration en triglycérides.

Le facteur rhumatoide ne géne pas jusqu’a 1200 Ul/mL.

Dans de trés rares cas, la gammapathie, en particulier de type IgM
(macroglobulinémie de Waldenstrém), peut conduire a des résultats erronés.
Il n’y a pas d'effet crochet jusqu'a 214 pmol de transferrine/L

(17 g/L ou 1700 mg/dL).

Linfuence de 18 médicaments fréquemment administrés a été testée

in vitro : aucune interférence n'a été observée.

Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours étre confrontés aux données de
'anamnése du patient, au tableau clinique et aux résultats d’autres examens.

Facteurs de conversion : mg/dL x 0,126 = pmol/L

pmol/L x 7,96 = mg/dL

Domaine de mesure

Analyseur Roche/Hitachi 902

Domaine de mesure : 1,26-63,0 pmol/L (0,1-5,0 g/L ou 10-500 mg/dL)*

En cas de concentrations plus élevées, diluer les échantillons manuellement
dans le rapport 1 + 1 a l'aide de solution physiologique de chlorure de sodium.
Multiplier le résultat par le facteur de dilution approprié (2 dans I'exemple).

Analyseurs Roche/Hitachi MODULAR D/MODULAR P (ACN 231)
Domaine de mesure : 1,26-63,0 ymol/L (0,1-5,0 g/L ou 10-500 mg/dL)*
Domaine de mesure plus étendu en cas de réanalyse :

Analyseur Roche/Hitachi MODULAR D : 1,26-94,5 pmol/L

(0,1-7,50 g/L ou 10-750 mg/dL)*

cobas’

Analyseur MODULAR P (ACN 231) : 1,26-126 pmol/L (0,1-10,0 g/L
ou 10-1000 mg/dL)™*

Analyseurs Roche/Hitachi 904/911/912/917/MODULAR P (ACN 187)
Domaine de mesure : 1,26-65,5 pmol/L (0,1-5,2 g/L ou 10-520 mg/dL)*
Domaine de mesure plus étendu en cas de réanalyse : 1,26-131 pmol/L
(0,1-10,4 g/L ou 10-1040 mg/dL)**

* La limite supérieure du domaine de mesure dépend de la concentration la

plus élevée de la gamme de standards.

** La limite supérieure du domaine de mesure est une valeur approximative et dépend de la
valeur, obtenue par le calcul, de la concentration la plus élevée de la gamme de standards.

Valeurs de référence’!

25,2-45,4 pmol/L (2,0-3,6 g/L ou 200-360 mg/dL)

Chaque laboratoire devra vérifier la validité de ces valeurs et établir au besoin
ses propres domaines de référence selon la population examinge.

Performances analytiques
Les performances analytiques indiquées ci-dessous sont représentatives.
Les résultats obtenus au laboratoire peuvent différer de ceux-ci.

Précision

La reproductibilité a été déterminée & 'aide d’échantillons humains et
de contréles selon un protocole interne (précision intra-série n = 21,
inter-série n = 30). Les résultats suivants ont été obtenus :

Précision intra-série | Précision inter-série
Moyenne Ccv Moyenne Ccv
gL |umollL| % gL |pmollL| %
Pool de sérum humain 1| 1,36 171 1,0 1,60 | 202 | 0,0
Pool de sérumhumain2| 3,59 | 45,2 2,7 3,38 | 426 14
Controle taux 1 290 | 36,5 2,1 2,88 | 36,3 17
Contrdle taux 2 431 | 543 10 | 435 | 548 | 14

Echantillon

Sensibilité analytique (limite inférieure de détection)

< 0,1 g/L (10 mg/dL ou 1,26 umol/L)

La limite de détection correspond au plus faible taux d’analyte mesurable
pouvant étre distingué de zéro. Elle est obtenue par le calcul et
correspond au plus faible taux de la gamme de standards + 3 écarts-type
(standard 1 + 3DS, précision intra-série, n = 21).

Comparaison de méthodes

Les taux de transferrine déterminés sur du sérum humain avec le
test Roche Tina-quant m Transferrine version 2 sur un analyseur
Roche/Hitachi 917 (y) ont été comparés :

(a) avec les taux obtenus (x) avec le test Tina-quant @ (14 version)
sur le méme analyseur,

(b) avec les taux obtenus (x) avec le test Tina-quant @ Transferrine
version 2 sur I'analyseur Roche/Hitachi 911,

(c) avec les taux obtenus (x) avec les réactifs d’un autre fabricant
(détermination néphélométrique).

Les corrélations suivantes ont été établies (en g/L) :

(a) Passing/Bablok' Régression linéaire

y =0,97 x + 0,01 y=092x+0,11
1=10,937 r=0,990
n=75

(b) Passing/Bablok'? Régression linéaire

y =1,00x-0,02 y=0,97x+0,05
T7=0,942 r=0994
n=75

(c) Passing/Bablok'? Régression linéaire

y =1,05x+ 0,01 y=1,03x+0,05
T=0,855 r=0,964
n=>54

Les concentrations des échantillons étaient situées entre 4,54 et 56,2 umol/L
(0,36 et 4,46 g/L ou 36 et 446 mg/dL)

Roche/Hitachi
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@ Réactifs utilisables sur les analyseurs Roche/Hitachi suivants :

Réf. Flacon Contenu 902 912 917 MODULAR
P D
1 4x16mL
11661400 216 2 IREAGENT] 4 x 16 mL ° ° ° °

Certains analyseurs ou coffrets peuvent ne pas étre disponibles dans tous les pays. Pour I'utilisation sur d’autres analyseurs,
veuillez contacter la société Roche Diagnostics de votre pays.

Francais

Codes d’application
Pour les analyseurs Roche/Hitachi 902/912/917/MODULAR : ACN 164

Domaine d'utilisation

Test immunoturbidimétrique pour la détermination quantitative in
vitro de la ferritine dans le sérum et le plasma humains sur les
automates de chimie clinique de Roche.

Caractéristiques'234,56.7.8,9,10

La ferritine est la protéine de stockage du fer. Son poids moléculaire est

2 440000 daltons (dépend de la teneur en fer). Elle est constituée d’'une
enveloppe protéique (apoferritine) de 24 sous-unités et d’un noyau renfermant
du fer (en moyenne env. 2500 ions Fe3* dans les isoformes basiques). Les
différentes isoformes sont toutes formées par I'assemblage de deux types de
sous-unités : la sous-unité H (Heavy) acide et la sous-unité L (Light) basique.
Les isoferritines basiques ont une fonction de stockage a long terme du fer et
prédominent dans le foie, la rate et la moelle osseuse. Les isoferritines acides
se rencontrent principalement dans le myocarde, le placenta, les cellules
tumorales et, en plus petites quantités, dans les organes de stockage.

Le dosage de la ferritine est avant tout indiqué dans I'exploration du
métabolisme martial, le suivi d’un traitement & base de fer, la détermination
des réserves de fer dans les groupes & risque ainsi que pour le diagnostic
différentiel des anémies. Il permet de déceler les états prélatents et
latents de carence martiale ainsi que les états de surcharge martiale.

Il est utile pour le diagnostic différentiel entre anémie ferriprive et

anémie hypochrome (anémies chroniques liées a une infection ou & une
tumeur, anémies sidéroblastiques ou thalassémie).

Le dosage de la ferritine convient particuliérement pour le contréle des
anémies des insuffisants rénaux traités par 'érythropoiétine en cas de
troubles de I'utilisation et de la répartition du fer. La ferritine sérique se trouve
en équilibre avec les réserves martiales de l'organisme et est de ce fait

un indicateur des réserves en fer dans les organes de stockage.

Il existe différentes méthodes de dosage de la ferritine : radio-immunologie
(RIA), immuno-enzymologie de type ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), immunofluorimétrie (FIA), immunoluminométrie
(LIA), immunonéphélométrie.

Le test de détermination de la ferritine de Roche repose sur I'agglutination
de particules de latex sensibilisées par les anticorps spécifiques.

Principe'?

Test immunoturbidimétrique

o Le réactif R1 est ajouté a I'échantillon.

* Addition de R2 et déclenchement de la réaction :

Les anticorps anti-ferritine liés au latex réagissent avec 'antigéne de
I'échantillon avec formation de complexes antigénes-anticorps. Lagglutination
qui en résulte est mesurée par turbidimétrie.

Réactifs - composition et concentrations

R1 Tampon TRIS?: 0,18 mol/L, pH 8,2 ; NaCl : 100 mmol/L ; conservateur

R2 Particules de latex chargées d’anticorps polyclonaux (de lapin)
anti-ferritine humaine ; conservateur

a) TRIS = Tris(hydroxyméthyl) aminométhane

Précautions d’emploi et mises en garde

Pour diagnostic in vitro

Observer les précautions habituelles de manipulation en laboratoire.
Fiche de sécurité disponible sur demande pour les professionnels.
Lélimination de tous les déchets doit étre effectuée conformément
aux dispositions légales.

Préparation des réactifs

R1 : Prét a 'emploi.

R2 : Prét a 'emploi. Bien mélanger le réactif de déclenchement de la
réaction avant de le placer sur I’analyseur et ainsi de suite tous les 3 jours.

Conservation et stabilité

Avant ouverture des flacons : entre 2 et 8 °C jusqu’a la
date de péremption indiquée

R1 : 90 jours aprés ouverture et réfrigéré sur I'analyseur
R2 : 90 jours aprés ouverture et réfrigéré sur I'analyseur

Prélévement et préparation des échantillons

Pour le prélevement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.

Seuls les types d’échantillons suivants ont été testés et peuvent étre utilisés :
Sérum

Plasma : recueilli sur héparinate de lithium, citrate ou EDTA

Les différents types d’échantillons indiqués ci-dessus ont été testés a l'aide
d’'une sélection de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moment du test : les tubes de prélévement des différents fabricants n'ont pas
tous été testés. Les systémes de prélévement du sang de divers fabricants
peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas, influencer
le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires (systémes de
prélévement du sang), suivre les instructions données par le fabricant.

Ne pas utiliser de sang recueilli dans des tubes capillaires pour le dosage.
Les échantillons qui contiennent un précipité doivent étre

centrifugés avant l'analyse.

Stabilité ;"' 7 jours entre 15 et 25 °C
7 jours entre 2 et 8 °C
1 an entre -15 et -25°C

Matériel fourni
Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentrations ».

Matériel auxiliaire nécessaire

o (Calibrateur : C.f.a.s. (Calibrator for automated systems) Proteins,
Réf. 11355279 216, 11355279 160 (pour les USA)

o Controles :
Precinorm Protein, Réf. 10557897 122, 10557897 160 (pour les USA)
Precipath Protein, Réf. 11333127 122, 11333127 160 (pour les USA)

*  Solution de NaCl 0,9 %

*  Equipement habituel de laboratoire

Mode opératoire

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux
instructions relatives a I'analyseur utilisé indiquées dans la présente
notice. Pour les instructions spécifiques de I'analyseur, se référer

au manuel d'utilisation approprié.

En cas d'utilisation de tests non validés par Roche, les performances
analytiques ne sont pas garanties et doivent étre définies par I'utilisateur.

2010-01, V 11 Francais

1/4 Roche/Hitachi



Ferritin

Tina-quant @ Ferritine

Calibration
Tracabilité : la méthode a été standardisée par rapport & une procédure
sélectionnée par un fabricant (méthode immunologique).

Analyseur Roche/Hitachi 902

S1 : Solution de NaCl 0,9 %

S2-6 : C.fa.s. Proteins

Pour les applications mentionnées ci-dessus, le calibrateur C.f.a.s. Proteins
doit étre dilué manuellement comme suit :

Calibrateur C.f.a.s. Proteins zglgltlg?g ?,/eo Rapport de dilution
S1 — 1000 pL —
S2 50 pL 2450 pL 1:50
S3 100 pL 900 pL 1:10
$4 100 pL 400 pL 1:5
S5 200 pL 450 pL 1:3,25
S6 300 pL 300 pL 1:2

Pour calculer les concentrations des standards de la courbe de calibration
(calibration en six points), multiplier les valeurs théoriques du C.f.a.s. Proteins
par les facteurs multiplicateurs indiqués ci-dessous.

S2:0,01998 S5:0,30770
S3:0,10000 S6 : 0,50000
S4:0,19980

Analyseurs Roche/Hitachi 912/917/MODULAR P

S1 : Solution de NaCl 0,9 %

S2-6 : C.f.a.s. Proteins

Pour calculer les concentrations des standards de la courbe de calibration
(calibration en six points), multiplier les valeurs théoriques du C.f.a.s. Proteins
par les facteurs multiplicateurs indiqués ci-dessous.

S2:0,0125 S5:0,25
S3:0,025 S6:1,00
S4:0,050

Fréquence des calibrations :

Une calibration compléte est recommandée :
* en cas de changement de lot de réactif
* sile contrble de qualité I'exige

Contrdle de qualité

Pour le contréle de qualité, utiliser les matériaux de controle indiqués
dans le paragraphe « Matériel auxiliaire nécessaire ». D'autres contréles
appropriés peuvent également étre utilisés. La fréquence des contréles
et les limites de confiance doivent étre adaptées aux exigences du
laboratoire. Les résultats doivent se situer dans les limites de confiance
définies. Chaque laboratoire devra établir la procédure a suivre si les
résultats se situent en dehors de ces limites.

Se conformer a la réglementation gouvernementale et aux directives
locales en vigueur relatives au contrdle de qualité.

Calcul des résultats
L'analyseur calcule automatiquement la concentration en
analyte de chaque échantillon.

ng/mL = pg/L
ng/mL x 2,247 = pmol/L
mmol/L x 445000 = ng/mL

Facteurs de conversion :12

Limites d’utilisation - interférences™
Critére d’acceptabilité : recouvrement + 10 % par rapport a la valeur initiale

Ictere : pas d'interférence significative jusqu'a un indice | de 60
(concentrations approximatives de bilirubine conjuguée et non
conjuguée : 60 mg/dL ou 1026 pmol/L).

cobas’

On a observé un effet crochet a des concentrations de ferritine supérieures a
1750 ng/mL (3932 pmol/L) sur 'anaylseur Roche/Hitachi 902 ou a 20000 ng/mL
(44940 pmol/L) sur les analyseurs Roche/Hitachi 912/917/MODULAR P.

Dans de trés rares cas, la gammapathie, en particulier de type IgM
(macroglobulinémie de Waldenstrém), peut conduire a des résultats erronés.

Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours étre confrontés aux données de
anamnése du patient, au tableau clinique et aux résultats d’autres examens.

ACTION NECESSAIRE

Programmation de séquences de lavages spéciaux : sur les analyseurs
Roche/Hitachi, certaines combinaisons de tests exigent la programmation
d’étapes de lavage spéciales. Pour de plus amples informations, se référer
a la derniére version des listes de prévention des contaminations (Carry
over evasion list) ainsi qu’au manuel de I'utilisateur. Pour les USA : pour
les étapes de lavage particulieres, se référer a la fiche de programmation
Special Wash (site web MyLabOnline) et au manuel de I'utilisateur.

Le cas échéant, la programmation des lavages spéciaux/de
prévention des contaminations doit étre implémentée avant
d’effectuer le rapport de ce test.

Limites et intervalles

Domaine de mesure

Analyseur Roche/Hitachi 902

Domaine de mesure : 5-400 ng/mL (11,2-899 pmol/L)P

Diluer les échantillons dont les concentrations en ferritine sont > 400 ng/mL
(899 pmol/L) manuellement dans le rapport 1 + 1 a l'aide d’une solution

de NaCl 0,9 %. Multiplier le résultat par 2.

Si l'on doit s’attendre a des concentrations de ferritine élevées (en cas de
surcharge martiale, par ex.), diluer 'échantillon manuellement dans le rapport
1 + 3 a I'aide de solution de NaCl 0,9 %. Multiplier le résultat par 4.

Analyseurs Roche/Hitachi 912/917/MODULAR P

Domaine de mesure : 15-800 ng/mL (33,7-1798 pmol/L)

Analyseurs Roche/Hitachi 912/917

Les échantillons ayant des concentrations plus élevées sont automatiquement
réanalysés par 'analyseur. Le rapport de dilution des échantillons lors de
réanalyse automatique est 1/8. Les résultats des échantillons dilués pour

la réanalyse sont automatiquement multipliés par le facteur 8.

Analyseur Roche/Hitachi MODULAR P

Les échantillons ayant des concentrations plus élevées sont automatiquement
réanalysés par 'analyseur. Le rapport de dilution des échantillons lors de
réanalyse automatique est 1/7,3. Les résultats des échantillons dilués lors

de la réanalyse sont automatiquement multipliés par le facteur 7,3.

b) La limite supérieure du domaine de mesure dépend de la concentration la plus

élevée de la gamme de standards.

Limites inférieures de mesure

Limite inférieure de détection du test

Analyseur Roche/Hitachi 902

5 ng/mL (11,2 pmol/L)

Analyseurs Roche/Hitachi 912/917/MODULAR P

15 ng/mL (33,7 pmol/L)

Limite de détection en cas de réanalyse : 3 ng/mL (6,7 pmol/L)

La limite inférieure de détection correspond au plus faible taux d’analyte
mesurable pouvant étre distingué de zéro. Elle est obtenue par le calcul et
correspond au plus faible taux de la gamme de standards + 3 écarts-type
(standard 1 + 3SD, répétabilité n = 21).

Valeurs de référence'.

Adultes : les valeurs normales pour les concentrations de ferritine de sujets
cliniquement sains dépendent fortement de 'dge et du sexe.

Hommes 30-400 ng/mL (67-899 pmol/L)
Femmes en dessous de 50 ans  15-150 ng/mL (34-337 pmol/L)
Femmes au-dessus de 50 ans  Proches des valeurs de référence pour les

Hémolyse : pas d'interférence significative jusqu’a un indice H de 500 hommes

(concentration approximative d’'hémoglobine : 500 mg/dL ou 310 pmol/L). Enfants :

Lipémie (Intralipid) : pas d'interférence significative jusqu’a un 3 mois - 16 ans 20-200 ng/mL (45-449 pmol/L)
indice L de 750. Il 'y a pas de concordance satisfaisante entre la 2¢ - 3° mois 80-500 ng/mL (180-1123 pmol/L)
turbidité et la concentration en triglycérides. 18" mois 150-450 ng/mL (337-1011 pmol/lL)
Le facteur rhumatoide ne géne pas jusqu’a 100 Ul/mL. Sang de cordon ombilical 50-250 ng/mL (112-562 pmol/L)
Roche/Hitachi 2/4 2010-01, V 11 Francais
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sTfR

Tina-quant @ Récepteur soluble de la transferrine (Rs-TF)

cobas’

@ Réactifs utilisables sur les analyseurs Roche/Hitachi suivants :

Réf. Flacon Contenu 902 904 911 917 MODULAR
912 P D
1 2x13mL
12148315 122 2 2 x 13 mL ) ) ) ° °

Les analyseurs et les coffrets ne sont pas tous disponibles dans tous les pays. Pour I'utilisation sur d’autres analyseurs,
veuillez contacter la société Roche Diagnostics de votre pays.

Francais

Codes d’application
Pour les analyseurs Roche/Hitachi 904/911/912/917/MODULAR P : ACN 665

Domaine d’utilisation

Test immunoturbidimétrique pour la détermination quantitative in vitro du
récepteur soluble de la transferrine dans le sérum et le plasma humains
sur les analyseurs de chimie clinique de Roche.

Caractéristiques’23456.7,8

Le récepteur de la transferrine est une glycoprotéine faisant partie intégrante
de la membrane. Son poids moléculaire est de 190 kDa. Il est constitué

de deux sous-unités identiques reliées par des ponts disulfures. Chacun

de ces monomeres comprend un domaine C-terminal de 85 kDa qui

peut fixer une molécule de transferrine transportant du fer. La protéolyse
conduit & la forme soluble du récepteur de la transferrine (Rs-TF). Dans

le plasma, le récepteur soluble de la transferrine se trouve sous forme

de complexe avec la transferrine ; le poids moléculaire de ce complexe

est d’env. 320 kDa. La concentration sérique de Rs-TF est directement
proportionnelle a la concentration du récepteur sur la membrane.
Lacquisition du fer par les cellules de 'organisme est controlée par la quantité
de récepteurs de la transferrine (R-TF) existant a la surface des cellules. Si les
réserves intracellulaires sont épuisées (ce qui correspond & une concentration
en ferritine inférieure & 12 pg/L), il y a davantage de R-TF. Laffinité du
récepteur de la transferrine pour la transferrine dépend du degré de saturation
de ce dernier. Comme 80 a 95% des récepteurs de la transferrine sont
localisés sur les précurseurs de la lignée érythrocytaire, la concentration en
R-TF (et par conséquent également la concentration en Rs-TF) refléte les
besoins en fer de ces cellules. S'il existe un déficit en fer, la concentration

en Rs-TF dans le sérum augmente avant méme que la concentration en
hémoglobine soit significativement abaissée. La concentration en Rs-TF décrit
par conséquent le statut en fer fonctionnel, alors que la ferritine refléte les
réserves en fer de 'organisme. Une évaluation précise du statut martial peut
étre obtenue par détermination du rapport Rs-TF/Log de la ferritine.

Comme le taux de Rs-TF n’est, contrairement a celui de la ferritine,

pas influencé par la présence de maladies inflammatoires, d’affections
hépatiques aigués et de tumeurs malignes, il permet de différencier entre
anémie des maladies chroniques (AMC) et anémie ferriprive (AF). Des

taux élevés de Rs-TF se rencontrent également en cas de polyglobulie,
d’anémie hémolytique, de thalassémie, d’ictére hémolytique congénital de
Minkowski-Chauffard (ou sphérocytose héréditaire), de drépanocytose,
d’anémie mégaloblastique, de myélodysplasie et de déficit en vitamine B1z.
Des taux élevés de Rs-TF se rencontrent au cours de la grossesse lorsqu'il y a
une carence en fer fonctionnel. Les traitements par I'érythropoiétine humaine
recombinante (thEPO) peuvent étre suivis par des dosages de Rs-TF.

Parameétre Modifications AF AMC AF + AMC

Ferritine réserves de fer ! 1 -out

TIBC/Rs-TF statut martial ) ! T ou-

Fer sérique statut martial ! i l

Rs-TF fonctionnel 1 - )
carence martiale

| diminution 1 augmentation - inchangé

Principe?

Test immunoturbidimétrique sur particules de latex

* Addition de R1 (tampon) & I'échantillon.

* Addition de R2 (anticorps anti-Rs-TF fixés sur des particules de
latex) et déclenchement de la réaction :

Les anticorps anti-Rs-TF réagissent avec I'antigéne de I'échantillon

avec formation de complexes antigénes-anticorps. L'agglutination

qui en résulte est mesurée par turbidimétrie.

Réactifs - composition et concentrations

R1 Tampon TES?/HCI : 20 mmol/L, pH 7,7 ; NaCl : 500 mmol/L ;
conservateur

R2 Particules de latex chargées d’anticorps monoclonaux
(de souris) anti-Rs-TF humain ; tampon TRIS®HCI :

20 mmol/L, pH 8,0 ; conservateur
a) TES = acide [[(tris(hydroxyméthyl) méthyl] amino]-2 éthanesulfonique
b) TRIS : tris(hydroxyméthyl) aminométhane

Précautions d’emploi et mises en garde

Pour diagnostic in vitro

Observer les précautions habituelles de manipulation en laboratoire.
Fiche de sécurité disponible sur demande pour les professionnels.
Lélimination de tous les déchets doit étre effectuée conformément
aux dispositions légales.

Préparation des réactifs
R1 : Prét a 'emploi.
R2 : Prét a 'emploi.

Conservation et stabilité

Avant ouverture des flacons : entre 2 et 8°C jusqua la date
de péremption indiquée

R1 : 90 jours aprés ouverture et réfrigérés sur l'analyseur
R2 : 90 jours aprés ouverture et réfrigérés sur I'analyseur

Prélévement et préparation des échantillons

Seuls les types d’échantillons suivants ont été testés et peuvent étre utilisés :
Sérum

Plasma : recueilli sur héparinate de lithium, de sodium et d’ammonium.

Les différents types d’échantillons indiqués ci-dessus ont été testés

a l'aide d’une sélection de tubes de prélévement disponibles dans le
commerce au moment du test : les tubes de prélévement des différents
fabricants n'ont pas tous été testés. Les systemes de prélévement du

sang de divers fabricants peuvent contenir différents matériaux pouvant,
dans certains cas, influencer le résultat du test.

En cas d'utilisation de tubes primaires (systemes de prélévement du

sang), suivre les instructions données par le fabricant.

Les échantillons qui contiennent un précipité doivent étre

centrifugés avant 'analyse.

Stabilité : 3 jours entre 15 et 25°C

7 jours entre 2 et 8°C

4 semaines entre -15 et -25°C (une seule congélation possible)

Matériel fourni
Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentrations ».

Matériel auxiliaire nécessaire

o Calibrateur : Preciset sTfR, Réf. 12148331

e Controles : sTfR Control Set, Réf. 12148340
¢ Solution de NaCl 0,9%

*  Equipement habituel de laboratoire

Mode opératoire

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux
instructions relatives a I'analyseur utilisé indiquées dans la présente
notice. Pour les instructions spécifiques de I'analyseur, se référer

au manuel d'utilisation approprié.

En cas d'utilisation de tests non validés par Roche, les performances
analytiques ne sont pas garanties et doivent étre définies par l'utilisateur.
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sTfR

Tina-quant @ Récepteur soluble de la transferrine (Rs-TF)

Calibration

Tracabilité : la méthode a été standardisée par rapport & une
préparation de référence interne de Roche.

S1: Solution de NaCl 0,9%

S2-6 : Preciset sTfR

Fréquence des calibrations :

Une calibration compléte est recommandée :
* en cas de changement de lot de réactif
* sile contrdle de qualité I'exige

Controle de qualité

Pour le contréle de qualité, utiliser les matériaux de contréle indiqués
dans le paragraphe « Matériel auxiliaire nécessaire ». D’autres contréles
appropriés peuvent également étre utilisés. La fréquence des contrbles
et les limites de confiance doivent étre adaptées aux exigences du
laboratoire. Les résultats doivent se situer dans les limites de confiance
définies. Chaque laboratoire devra établir la procédure a suivre si les
résultats se situent en dehors de ces limites.

Calcul des résultats
L’analyseur calcule automatiquement la concentration en
analyte de chaque échantillon.

Facteurs de conversion : mg/L x 0,1 = mg/dL
mg/dL x 10 = mg/L
mg/L x 11,8 = nmol/L

nmol/L x 0,085 = mg/L10

Limites d’utilisation - interférences

Critére d’acceptabilité : recouvrement + 10% par rapport & la valeur initiale.
Ictere : pas d'interférence significative par la bilirubine (conjuguée et

non conjuguée) jusqu’a env. 60 mg/dL (1026 umol/L).

Hémolyse : pas d'interférence significative par 'hémoglobine

jusqu'a 1000 mg/dL (621 pmollL).

Lipémie (Intralipid) : pas d'interférence significative jusqu’a 1000 mg/dL.

Le facteur rhumatoide ne géne pas jusqu'a 750 Ul/mL.

Il n'y a pas d'effet crochet jusqu’a 80 mg de Rs-TF/L (941 nmol/L).
Linfuence de 18 médicaments fréquemment administrés a été testée

in vitro : aucune interférence n'a été observée.

Dans de trés rares cas, la gammapathie, en particulier de type IgM
(macroglobulinémie de Waldenstrém), peut conduire a des résultats erronés.
Comme dans tous les tests contenant des anticorps monoclonaux

de souris, les échantillons de patients ayant recu des préparations
d’anticorps monoclonaux de souris a des fins thérapeutiques ou
diagnostiques peuvent donner des résultats erronés.

Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours étre confrontés aux données de
anamnése du patient, au tableau clinique et aux résultats d’autres examens.

Domaine de mesure

Domaine de mesure : 0,5-40 mg/L (5,88-470 nmol/L)°
Domaine de mesure plus étendu en cas de réanalyse :
0,5-80 mg/L (5,88-941 nmol/L)

c) La limite supérieure du domaine de mesure dépend de la concentration la
plus élevée de la gamme de standards.

Valeurs de référence

Hommes (18 & 60 ans) :
Femmes (18 4 45 ans) :

2,2-5,0 mg/L (25,9-58,8 nmol/L)  (n=208)
1,9-4,4 mglL (22,4-51,8 nmollL)  (n=211)

Chaque laboratoire devra vérifier la validité de ces valeurs et établir au besoin
ses propres domaines de référence selon la population examinée.

®
cobas
Performances analytiques

Les performances analytiques indiquées ci-dessous sont représentatives.
Les résultats obtenus au laboratoire peuvent différer de ceux-ci.

Précision
La reproductibilité a été déterminée a 'aide d’échantillons humains

et de contréles selon un protocole interne (n = 21). Les résultats
suivants ont été obtenus :

Précision intra-série Précision inter-série
Moyenne| DS oV Moyenne| DS oV
Echantillon mg/L | mglL ” mg/lL | mg/L ”
(nmol/L) | (nmol/L) ® | (rmollL) [ (nmollL)|  7°
Pool de sérum 0,62 | 0,017 477 0,15
humain 1 (29) | (©2) | 2™ | we1) | (176) | *%°
Pool de sérum 3,02 | 0,023 19,42 | 1,05
humain 2 355) | 0271) | O70 | (208) | (124) | %
Pool de sérum | 19,43 | 0,121 0.62 ) ) )
humain 3 (229) | (1,42) '
Controle 2,70 | 0,022 2,31 0,05
Niveau 1 318) | (0259) | %82 | (272) |(0588) | 2™
Controle 6,25 0,029 714 0,16
Niveau 2 735) | 0341) | %% | 84 | (188) | 2%

Sensibilité analytique (limite inférieure de détection)

Limite de détection : 0,068 mg/L (0,8 nmol/L)

La limite de détection correspond au plus faible taux d’analyte mesurable
pouvant étre distingué de zéro. Elle est obtenue par le calcul et
correspond au plus faible taux de la gamme de standards + 3 écarts-type
(standard 1 + 3DS, précision intra-série, n = 21).

Comparaison de méthodes

Une comparaison du test Tina-quant @ sTfR de Roche sur un analyseur
Roche/Hitachi 917 (x) avec un test néphélométrique pour la détermination du
Rs-TF (y) a conduit a l'obtention des corrélations suivantes (mg/L) :

Passing/Bablok'2 Régression linéaire
y=0,41x+0,05 y=0,37x+ 0,19
r=0,991

Nombre d’échantillons analysés : 56
Les concentrations des échantillons étaient situées entre 1,12 et 16,74 mg/L
(13,2 et 197 nmollL).

Une comparaison du test Tina-quant m sTfR sur les analyseurs
Roche/Hitachi 917 (y) et COBAS INTEGRA 400 (x) a conduit a
I'obtention des corrélations suivantes (mg/L) :

Passing/Bablok2 Régression linéaire
y=0,99 x + 0,31 y=0,96 x + 0,43
r=0,999

Nombre d’échantillons analysés : 68
Les concentrations des échantillons étaient situées entre 0,31 et 19,86 mg/L
(3,65 et 234 nmollL).

Spécificité analytique/réactions croisées
Les anticorps utilisés sont spécifiques du Rs-TF. Il n'y a pas de réactions
croisées avec la transferrine diferrique, 'apotransferrine et la ferritine.

Roche/Hitachi
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CRPL3

Tina-quant @ Protéine C-réactive (latex) 3¢ génération

cobas’

@ Réactifs utilisables sur les analyseurs Roche/Hitachi suivants :

Réf. Flacon Contenu

902 912 917 MODULAR
P D

[REAGENT| 6 x 20 mL

04956885 190 6x 10 mL

[REAGENT] 6 x 63 mL

04956923 190 6x33mL

[REAGENT] 4 x 235 mL

04995554 190 4x 16 mL

N =N = N =

Les analyseurs et les coffrets ne sont pas tous disponibles dans tous les pays. Pour l'utilisation sur d’autres analyseurs,
veuillez contacter la société Roche Diagnostics de votre pays.

Francais

Codes d’application
Pour les analyseurs Roche/Hitachi 912, 917, MODULAR P : ACN 210
Pour I'analyseur Roche/Hitachi MODULAR D : ACN 200

Domaine d'utilisation

Test immunoturbidimétrique pour la détermination quantitative
in vitro de la CRP dans le sérum et le plasma humains sur les
analyseurs de chimie clinique de Roche.

Caractéristiques'23.4:56.7.8

La protéine C-réactive (CRP) est la protéine classique de la phase aigué
d’une inflammation. Elle est synthétisée dans le foie et est constituée de cing
chaines polypeptidiques identiques formant un anneau de cinq éléments ;
son poids moléculaire est de 105000 Da. La CRP est la protéine la plus
sensible de la phase aigué de l'inflammation, sa concentration augmente
trés rapidement dans les processus inflammatoires. La CRP complexée
active la voie classique du complément. La réponse de la CRP précede
généralement les symptémes cliniques, y compris la fievre. Chez les sujets
sains, la concentration de CRP est inférieure & 5 mg/L. Aprés amorce d'une
réaction de phase aigué de 'inflammation, les concentrations sériques

de CRP augmentent rapidement et de fagon importante. Laugmentation
peut étre détectée dans les 6 a 12 heures et le pic est atteint dans les 24

a 48 heures. Les taux supérieurs & 100 mg/L sont associés & des stimuli
graves tels qu'un traumatisme majeur ou une infection grave (sepsis). La
réponse de la CRP est diminuée chez les patients présentant une affection
hépatique. Le dosage de la CRP sert a détecter les processus inflammatoires
systémiques, a évaluer I'efficacité du traitement d’infections bactériennes par
des antibiotiques, & détecter les infections intra-utérines en cas de rupture
prématurée de membrane, a faire la différenciation entre forme active et forme
inactive d'une maladie avec infection concomitante (par ex. chez les patients
atteints de lupus érythémateux disséminé ou de rectocolite hémorragique),
a apprécier l'activité de maladies rhumatismales et I'efficacité de traitements
anti-inflammatoires, a détecter a un stade précoce des complications
postopératoires (infection de plaie, thrombose, pneumonie) et a faire la
différenciation entre infection et réaction de rejet aprés une transplantation
de moelle osseuse. Le suivi postopératoire des taux de CRP de patients
peut permettre de reconnaitre des complications inattendues (persistance
de taux élevés ou augmentation des taux). La mesure des variations de

la concentration de CRP apporte des informations diagnostiques utiles
quant au caractére aigu et a la gravité de la maladie. Elle permet également
d’établir la génese de la maladie. La persistance de concentrations de

CRP sériques élevées est habituellement un signe de mauvais pronostic et
indique généralement la présence d’'une infection non contrélée.

Principe®10

Test immunoturbidimétrique sur particules de latex

La CRP humaine s’agglutine sur les particules de latex recouvertes
d’anticorps monoclonaux anti-CRP. Les amas de particules sont
déterminés par turbidimétrie.

Réactifs - composition et concentrations

R1  Tampon TRIS?, sérumalbumine bovine, conservateurs
R2 Particules de latex recouvertes d’anticorps (de souris) anti-CRP dans
un tampon glycine, immunoglobulines (de souris), conservateur
a) TRIS = Tris(hydroxyméthyl) aminométhane

Précautions d’emploi et mises en garde

Pour diagnostic in vitro

Observer les précautions habituelles de manipulation en laboratoire.
Fiche de sécurité disponible sur demande pour les professionnels.
Lélimination de tous les déchets doit étre effectuée conformément
aux dispositions légales.

Préparation des réactifs

R1 : Prét & 'emploi.

R2 : Prét & l'emploi. Avant 'emploi, retourner le flacon plusieurs
fois en évitant la formation de mousse.

Conservation et stabilité

Avant ouverture des flacons : entre 2 et 8 °C jusqu’a la
date de péremption indiquée

R1 : 84 jours aprés ouverture et réfrigéré sur 'analyseur
R2 : 84 jours aprés ouverture et réfrigéré sur 'analyseur

Préléevement et préparation des échantillons

Pour le prélevement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.

Seuls les types d’échantillons suivants ont été testés et peuvent étre utilisés :
Sérum

Plasma recueilli sur héparinate de lithium, EDTA dipotassique/tripotassique.
Les différents types d’échantillons indiqués ci-dessus ont été testés a l'aide
d’'une sélection de tubes de prélevement disponibles dans le commerce au
moment du test : les tubes de prélévement des différents fabricants n'ont pas
tous été testés. Les systémes de prélévement du sang de divers fabricants
peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas, influencer
le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires (systémes de
prélevement du sang), suivre les instructions données par le fabricant.

Les échantillons qui contiennent un précipité doivent étre

centrifugés avant I'analyse.

Stabilité :" 11 jours entre 15 et 25 °C
2 mois entre 2 et 8 °C
3 ans entre -15 et -25°C

Matériel fourni
Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentrations ».

Matériel auxiliaire nécessaire

¢ Calibrateurs : Preciset Serum proteins, Réf. 11876406 216
C.f.a.s. (Calibrator for automated systems) Proteins
Réf. 11355279 160, 11355279 216

¢ Controles : CRP T Control N, Réf. 20766321 322
Precinorm Protein, par ex. Réf. 10557897 122
Precipath Protein, par ex. Réf. 11333127 122

¢ Solution de NaCl 0,9 %

e Equipement habituel de laboratoire

Mode opératoire

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux
instructions relatives a I'analyseur utilisé indiquées dans la présente
notice. Pour les instructions spécifiques de I'analyseur, se référer

au manuel d'utilisation approprié.

En cas d'utilisation de tests non validés par Roche, les performances
analytiques ne sont pas garanties et doivent étre définies par I'utilisateur.
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CRPL3

Tina-quant @ Protéine C-réactive (latex) 3¢ génération

Calibration

Tragabilité : la méthode a été standardisée selon une méthode

interne, tragable par rapport au CRM 470 (RPPHS - Reference
Preparation for Proteins in Human Serum).'2

Apres la saisie de nouvelles valeurs de calibrateur, une calibration

doit étre effectuée avant de procéder au dosage d’échantillons

de patients ou de contréles.

Analyseurs Roche/Hitachi 902/MODULAR D

S1 : Solution de NaCl 0,9 %

S2-5 : Preciset Serum proteins

Analyseurs Roche/Hitachi 912/917/MODULAR P

S1 : Solution de NaCl 0,9 %

S2 : C.fa.s. Proteins

Pour calculer les concentrations des standards de la courbe de calibration
(calibration en six points), multiplier les valeurs théoriques du C.f.a.s. Proteins
par les facteurs multiplicateurs indiqués ci-dessous.

52:0,10 S4:1,00 S6: 4,00
S3:0,40 S5:2,00

Fréquence des calibrations

Une calibration compléte est recommandée :
* en cas de changement de lot de réactif
* sile contrble de qualité I'exige

Controle de qualité

Pour le contréle de qualité, utiliser les matériaux de contréle indiqués
dans le paragraphe « Matériel auxiliaire nécessaire ». D'autres contréles
appropriés peuvent également étre utilisés. La fréquence des contrles
et les limites de confiance doivent étre adaptées aux exigences du
laboratoire. Les résultats doivent se situer dans les limites de confiance
définies. Chaque laboratoire devra établir la procédure a suivre si les
résultats se situent en dehors de ces limites.

Se conformer a la réglementation gouvernementale et aux directives
locales en vigueur relatives au contréle de qualité.

Calcul des résultats
Lanalyseur calcule automatiquement la concentration en
analyte de chaque échantillon.

Facteurs de conversion : mg/L x 9,52 = nmol/L mg/dL x 95,2 = nmol/L
mg/L x 0,1 =mg/dL mg/dL x 10 = mg/L
mg/dLx 0,01 =g/L  g/L x 100 = mg/dL

Limites d’utilisation - interférences'3

Critere d’acceptabilité : recouvrement 10 % de la valeur initiale pour

une concentration en CRP de 5,0 mg/L (47,6 nmol/L).

Ictére : pas d'interférence significative jusqu'a un indice | de 60
(concentrations approximatives de bilirubine conjuguée et non

conjuguée : 60 mg/dL ou 1026 pmol/L).

Hémolyse : pas d'interférence significative jusqu’a un indice H de 1000
(concentration approximative d’hémoglobine : 1000 mg/dL ou 622 umol/L).
Lipémie (Intralipid) : pas d'interférence significative jusqu’a un

indice L de 1000. Il n'y a pas de concordance satisfaisante entre la
turbidité et la concentration en triglycérides.

Le facteur rhumatoide ne géne pas jusqu’a 1200 Ul/mL.

Effet crochet : pas d'interférences jusqu’a des concentrations en

CRP de 1200 mg/L (11424 nmol/L).

Médicaments : aucune interférence n'a été trouvée aux concentrations
thérapeutiques dans un panel de médicaments fréquemment administrés. 415
Dans de trés rares cas, la gammapathie, en particulier de type IgM
(macroglobulinémie de Waldenstrém), peut conduire & des résultats erronés.

Bien que des mesures aient été prises pour minimiser les interférences dues
aux anticorps humains dirigés contre les anticorps de souris, les échantillons de
patients ayant recu des préparations d’anticorps monoclonaux de souris & des
fins thérapeutiques ou diagnostiques peuvent donner des résultats erronés.
Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours étre confrontés aux données de
I'anamnése du patient, au tableau clinique et aux résultats d’autres examens.
ACTION NECESSAIRE

Programmation de séquences de lavages spéciaux : sur les analyseurs
Roche/Hitachi, certaines combinaisons de tests exigent la programmation

cobas’

d’étapes de lavage spéciales. Pour de plus amples informations, se référer
a la derniére version de la liste de prévention des contaminations (Carry
over evasion list) ainsi qu'au manuel de l'utilisateur. Pour les USA : pour
les étapes de lavage particulieres, se référer a la fiche de programmation
Special Wash (site web MyLabOnline) et au manuel de I'utilisateur.

Le cas échéant, la programmation des lavages spéciaux/de
prévention des contaminations doit étre implémentée avant
d’effectuer le rapport de ce test.

Limites et intervalles

Domaine de mesure

Analyseurs Roche/Hitachi 902/912/917/MODULAR P/MODULAR D :
Domaine de mesure : 0,3-350 mg/L (2,9-3333 nmol/L)

Les échantillons dont les concentrations sont supérieures a la limite
supérieure du domaine de mesure sont réanalysés par I'analyseur via la
fonction Réanalyse. Le rapport de dilution des échantillons dans la fonction
Réanalyse est 1/2. Les résultats des échantillons dilués lors de la fonction
Réanalyse sont automatiquement multipliés par le facteur 2.

Limite du Blanc (LdB) et limite de Détection (LdD)

LdB: 0,2 mg/L (1,9 nmollL)
LdD : 0,3 mg/L (2,9 nmol/L)

La limite du blanc et la limite de détection ont été déterminées conformément
aux exigences EP 17-A du CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute,
anciennement NCCLS). La limite du blanc correspond au 95¢ percentile

de n > 60 déterminations d’'un ou plusieurs échantillons exempts d’analyte
dans plusieurs séries indépendantes. La limite du blanc correspond a la
concentration au-dessous de laquelle on obtient des échantillons exempts
d’analyte avec une probabilité de 95 %. La limite de détection a été
déterminée sur la base de la limite du blanc et la déviation standard des
échantillons de faible concentration. La limite de détection correspond a la
concentration de I'échantillon conduisant, avec une probabilité de 95 %, a
lobtention d’'un résultat situé au-dessus de la limite du blanc.

Limite de Quantification (sensibilité fonctionnelle)

0,6 mg/L (5,7 nmol/L)

La limite de quantification a été déterminée & l'aide des résultats obtenus pour
la sensibilité fonctionnelle. La limite de quantification (sensibilité fonctionnelle)
est définie comme étant la concentration en CRP la plus basse donnant

un coefficient de variation inter-série < 20 %. Elle a été déterminée a 'aide
d’échantillons & faible concentration en protéine C-réactive.

Valeurs de référence

Domaine de référence pour adultes :16 < 5 mg/L (< 47,6 nmol/L)

Chaque laboratoire devra vérifier la validité de ces valeurs et établir au besoin
ses propres domaines de référence selon la population examinée.

Roche/Hitachi
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L’exploration de I’érythropoiése via le taux sérique des récepteurs solubles de la transferrine (Rs-Tf) chez les
sujets anémiques

Résumé:

Par sa localisation privilégiée sur les cellules immatures érythroides de la moelle osseuse, le récepteur de la transferrine (R-TF) joue un
role vital dans leur acquisition du fer qui sert a la synthése de I’hémoglobine. La concentration intracellulaire en fer régule de maniére inverse la
synthése du R-TF. Le récepteur soluble (Rs-TF) est une forme tronquée, monomérique du récepteur membranaire provenant majoritairement des
cellules rouges immatures (érythroblastes). Sa concentration est le reflet direct du statut martial et de 1’érythropoiése. Une anémie par déficit martial
concomitante a un syndrome inflammatoire est un cas fréquent chez les malades souffrants des maladies chroniques. Dans ce genre d'anémies, les
paramétres courants d'exploration martiale sont inefficaces pour mettre en évidence cette carence. En effet, ils subissent des variations
contradictoires ce qui rend le bilan martial ininterprétable, c'est le cas ou la ferritine se comporte simultanément comme un marqueur de carence et
une protéine de la phase aigué de I’inflammation (la ferritinémie est normale ou élevée). Le dosage du Rs-TF trouve ici I'une de ses principales
applications cliniques, car sa concentration n'est pas influencée par l'inflammation. Pour mettre en évidence I’intérét de ce nouveau marqueur, cette
étude a été réalisée sur 60 sujets sains (groupelou témoin) et 132 malades adultes hospitalisés au niveau du CHU de Sétif : 50 patients souffrant
d’anémie ferriprive (groupe 2), 82 patients souffrant de maladies chroniques associée a une anémie (groupe 3). Tous ont bénéficié d’un bilan martial
plus le dosage du Rs-Tf. Les résultats obtenus étaient concluants : la bonne corrélation du Rs-Tf avec les autres parametres du bilan montre sa
sensibilité au statut martial. Le taux du Rs-Tf est revenu élevé chez la totalité des malades du groupe 2 attestant une augmentation des besoins de
I’organisme en fer. La différence interindividuelle du taux de Rs-Tf dans le groupe 3 nous a permis de sélectionner 42 patients ayant une carence
martiale associée a la maladie chronique des 82 patients de départ. Ces résultats montrent la haute spécificité du Rs-Tf dans la mise en évidence
d’une carence en fer sous-jacente a une maladie inflammatoire, ce qui le rend trés avantageux par rapport aux anciens examens du bilan martial.
Enfin, cette étude nous a permis de préconiser le dosage du Rs-Tf comme examen biochimique trés prometteur pour 1’exploration de
I’érythropoiése et le diagnostic différentiel des anémies chez 1’adulte, avec un intervalle de valeurs normales de: 2.65 a 4.39 mg/L chez I’homme et
la femme ménopausée et de: 2.03 a 3.69 mg/L chez la femme non ménopausée, dans I’espoir d’établir un intervalle international de valeurs de
références.

Mots clés : fer sérique ; transferrine ; Rs-Tf, ferritine ; érythropoiése ; anémie ferriprive ; anémie inflammatoire ; bilan martial.

The exploration of erythropoiesis via the serum transferrin receptor (sTfR) level in the anemic patients

Abstract:

The aim of the present study is to evaluate in a hospitalized population of anemic adults the diagnostic efficiency of the serum transferrin
receptor (STfR). The objective is to distinguish iron deficiency anemia (IDA) from anemia of chronic disease (ACD) and the combined forms
(COMBI anemia). Serum iron and serum ferritin are the most commonly used tests for the detection of iron deficiency, however these values may
not be reliable. Serum transferrin receptor (STfR) has been introduced as a new tool, and its values are not affected by an increase in cytokine
production in ACD patient. 132 patients, hospitalized at the CHU-Setif, were enrolled in this study; 50 were affected with IDA and 82 were affected
with ACD. The control group included 60 healthy adults. Iron status was evaluated in these patients including serum transferrin receptor. Results
showed that values of iron, MCV, and hemoglobin in IDA, ACD and COMBI groups were not significantly different. Serum ferritin values
distinguished IDA from ACD reliably but the diagnostic usefulness of ferritin measurements in ACD and COMBI patients is limited for their wide
range of variation. Serum TfR levels were > 4.39 mg/L in men and >3.69 mg/L in women in all IDA patient tested. This helped us to select 51%
patients with COMBI anemia among the 82 patients with ACD. Serum TfR was the best test to differentiate IDA and COMBI anemia from ACD
patients. Calculation of the ratio sTfR/log ferritin (sSTfR-F Index), is a way of combining sTfR and ferritin results. This ratio provided an important
parameter for the identification of patients with depleted iron pools. We conclude that sSTfR measurement is a sensitive and a valuable-noninvasive
tool for the diagnosis of iron depletion. It proves an attractive additional method to the conventional laboratory tests in the prediction of depleted
iron pools in anemic adult population.

Key words: serum iron; transferrin, serum transferrin receptor; ferritin; iron deficiency anemia; anemia of chronic disease; serum iron level.
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