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Liste des abreviations 

ABS: albumine bovine sérique 

ACD: anémie des maladies chroniques 

ACN: acétonitrile 
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ALAS2: acide 5-aminolévulinique synthase de type 2 

ARNm: acide ribonucléique messager 
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CKD: chronic kidney disease  
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CP: céruloplasmine 

CRP: protéine C-réactive 

Dcytb: cytochrome B duodenal reductase 

DMT1: divalent metal transporter 1 

EDTA: éthylène diamine tétraacétate 

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay 

EPO: érythropoïétine 

ERFE: érythroferrone 

Fe (II): fer ferreux 

Fe (III): fer ferrique 

FLVCR : récepteur 1 de type feline leukemia virus subgroup 

FPN: ferroportine 

GDF-15: growth differenciation factor 15 

GFR: taux de filtration glomérulaire 

Hb: hémoglobine 

HCP-1: heme carrier protein-1 

HEPH : héphaestine 

HH: hémochromatose héréditaire 

HIF: hypoxia inducible factor  

HJV: hémojuvénile 
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HLB: balance hydrophile lipophile  

HO-1: hème oxygénase de type 1 

HP: haptoglobine 

HPX: hémopexine 

HRE: Hypoxia responsive element 

HRG-1: heme responsive gene-1 protein 

IC95%: intervalle de confiance à 95% 

ID: déficit en fer 

IDA: anémie sur déficit en fer 

IDA/ACD: anémie combinée 

IFN-γ: Interféron γ 

IL-6: interleukine 6 

Index sTfR/log ferritine : rapport entre la concentration en récepteur soluble de la transferrine et le 
logarithme du taux de ferritine 

IRE/IRP: iron responsive elements/iron regulatory proteins 

IRIDA: iron refractory iron deficiency anemia 

ISAR: identification of senior at risk 

JAK: janus kinase 

KO: knockout 

LC-MS/MS: chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse 

LEAP-1: liver expressed antimicrobial peptide 

LIP: labile iron pool 

LPI: fer plasmatique labile 

LPS: Lipopolysaccharides 

MALDI TOF MS: matrix assisted laser desorption ionization mass spectrometry 

MeOH: méthanol 

MMSE: mini mental state examination 

MNA: mini nutrional assessment 

MRM: multiple reaction mode 

MyD88: myeloid differentiation primary response gene 88 

m/z: rapport masse sur nombre de charges 

NCOA4: nuclear receptor co-activator 4 

NIST: national institute of standards and technology 

NTBI: non-transferrin-bound iron 
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P2.5: percentile 2.5 

P97.5: percentile 97.5 

PCBPs: poly(rC) binding proteins 

PCFT: proton coupled folate transporter 

ROC: receiver operator curve 

ROS: reactive oxygen species 

SC: standard de calibration 

SELDI TOF MS: surface enhanced laser desorption time of flight mass spectrometry 

SMAD: homologs of both the drosophila protein mothers against decapentaplegic and the C. elegans 
proteins 

STAT: signal transducer and activator of transcription 

STDI: standard interne 

Steap2: six transmembrane epithelial antigen of the prostate 2 

Steap3: six transmembrane epithelial antigen of the prostate 3 

sTfR : récepteur soluble de la transferrine 

SV: standard de validation 

TAFO: test d’absorption en fer oral 

TFA: acide trifluoroacétique 

TfR1: récepteur à la transferrine de type 1 

TfR2 : récepteur à la transferrine de type 2 

TGF-β: transforming growth factor β 

TIBC: total iron binding capacity 

TLR: toll like receptor 

TNF-α: Tumor necrosing factor α   

TS: saturation de la transferrine 

UA: anémie d’origine inconnue 

UIBC: unsatured iron binding capacity 

USF2: upstream stimulatory factor 2 

VCM: volume corpusculaire moyen 

ZIP14: Zrt-lrt-like protein 14 
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1 Introduction 

1.1 Historique de l’hepcidine: 

1.1.1 Découverte 

En l’an 2000, un peptide de 25 acides aminés ayant une masse moléculaire de 2789 

Daltons est isolé d’un ultrafiltrat de sang humain. Ce peptide, riche en cystéine, 

présente des caractéristiques structurales particulières lui conférant des propriétés 

amphipathiques. Il est principalement sécrété au niveau hépatique et montre un effet 

antimicrobien sur différentes espèces bactériennes. On le nomme, dans un premier 

temps, LEAP-1 pour Liver Expressed Antimicrobial Peptide (Krause et al. 2000). Peu 

après, ce peptide est identifié dans de l’urine humaine et rebaptisé hepcidine pour son 

origine hépatique et ses propriétés antimicrobiennes. Deux isoformes tronqués du côté 

N-terminal de l’hepcidine-25 sont également isolés au niveau urinaire, il s’agit de 

l’hepcidine-20 et de l’hepcidine-22, ce dernier étant présent en quantité minoritaire 

(Park et al. 2001). 

1.1.2 Rôle dans le métabolisme ferrique 

Rapidement, l’hepcidine-25 semble présenter d’autres fonctions qu’un simple effet 

antimicrobien et, est suspectée de jouer un rôle clef dans le métabolisme ferrique.  

Pigeon et al identifient un gène régulé positivement par le fer en travaillant sur un 

modèle murin présentant une surcharge martiale acquise, induite par l’administration 

de fer alimentaire. L’acide ribonucléique messager (ARNm), isolé principalement au 

niveau du foie, code pour une protéine de 83 acides aminés présentant une homologie 

structurale avec l’hepcidine-25 du côté C-terminal. L’expression hépatique de cet 

ARNm est évaluée dans d’autres modèles in vivo de surcharge martiale. Alors qu’une 

élévation des réserves en fer mène à une surexpression de cet ARNm, une réduction 

présente l’effet inverse (Pigeon et al. 2001).  

Pratiquement simultanément et de façon inopinée, Nicolas et al observent chez des 

souris knockout (KO) pour le gène codant pour l’Upstream Stimulatory Factor 2 

(USF2), l’apparition progressive d’une surcharge en fer, affectant principalement le foie 

ainsi que le pancréas et épargnant le système réticuloendothélial. Ce phénotype 

particulier, très ressemblant à celui de l’hémochromatose héréditaire humaine, 

s’explique par l’absence complète du gène codant pour l’hepcidine (Nicolas et al. 

2001). Dans une autre étude de la même équipe, la surexpression du gène codant 

pour l’hepcidine chez des souris transgéniques mène à une carence en fer majeure. 



 
 

12 
 

La majorité des mammifères transgéniques décèdent in utéro, ceux qui survivent  

présentent une pâleur, une perte de poil et une anémie hypochrome microcytaire 

sévère (Nicolas et al. 2002).   

Une anémie chronique, ne répondant pas à l’administration de fer oral,  est observée 

chez des patients atteints de glycogénose de type I. Ceux-ci présentent un adénome 

hépatique synthétisant des taux élevés d’hepcidine. La baisse de la concentration en 

hémoglobine se résout après résection de l’adénome (Weinstein et al. 2002).  

Le rôle fondamental de l’hepcidine dans le métabolisme ferrique est renforcé par 

différents travaux menés tout d’abord dans des modèles murins d’hémochromatose 

héréditaire puis chez l’homme. Dans un modèle de souris KO pour le gène codant pour 

la protéine HFE, une baisse de l’expression de l’ARNm codant pour l’hepcidine est 

mise en évidence. En cours de vie, cette expression devient inappropriée pour le degré 

de surcharge martiale observé (Ahmad et al. 2002). Cette diminution de l’expression 

hépatique du gène de l’hepcidine est également observée dans des biopsies de 

patients souffrant d’hémochromatose héréditaire de type I, caractérisée par un défaut 

de la protéine HFE (Gehrke et al. 2003). Cette dernière pourrait jouer un rôle  dans la 

régulation positive de la transcription  de l’hepcidine.   

Enfin, la première mutation du gène codant pour l’hepcidine est identifiée dans deux 

familles présentant un phénotype sévère d’hémochromatose juvénile (Roetto et al. 

2003). 

A ce moment, les mécanismes moléculaires d’action de l’hepcidine ne sont pas encore 

connus.  

1.1.3 Mécanismes moléculaires d’action de l’hepcidine 

Plusieurs protéines candidates sont étudiées comme cible potentielle de l’hepcidine, il 

faudra néanmoins attendre les travaux de Nemeth et al en 2004, pour connaître le 

mécanisme moléculaire d’action de l’hepcidine (Nemeth et al. 2004). Cette équipe 

identifie la ferroportine, le seul exportateur de fer connu chez les mammifères, comme 

étant la cible d’action de l’hepcidine. En se liant à la ferroportine présente à la surface 

des entérocytes, macrophages, hépatocytes et cellules placentaires (Donovan et al. 

2000), l’hepcidine forme un complexe qui est ensuite internalisé et dégradé avec pour 

conséquence une diminution de l’export du fer cellulaire (Figure 1). La réduction de 

l’absorption duodénale de fer ainsi que la séquestration du fer d’origine 
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macrophagique et hépatocytaire engendrent l’apparition rapide d’une baisse du taux 

de fer sérique. Dans cette même étude, les auteurs mettent en évidence le caractère 

hautement spécifique de cette interaction, avec absence d’action de l’isoforme 20 de 

l’hepcidine sur la ferroportine (Nemeth et al. 2004). 

 

 

Figure 1 (Cui et al. 2009): L’hepcidine interagit avec la ferroportine (FPN) présente à la surface des 

entérocytes, hépatocytes et macrophages. Le complexe est internalisé puis dégradé, entrainant une 

réduction de l’absorption du fer alimentaire ainsi qu’une diminution du relargage du fer hépatocytaire et 

macrophagique.  
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1.2 Le fer 

1.2.1 Répartition 

Le fer est un élément essentiel ; il participe à de nombreuses réactions d’oxydo-

réduction, jouant à la fois un rôle d’accepteur et de donneur d’électrons. Dans 

l’organisme humain, cette haute réactivité du fer libre, qui peut être à l’origine d’effets 

délétères, est maitrisée par son incorporation dans différentes protéines. Le fer 

intervient donc dans la constitution de protéines comportant un groupe hème, assurant 

le transport ou stockage de l’oxygène (hémoglobine et myoglobine) ainsi que dans la 

composition de nombreuses enzymes et de protéines contenant un groupement fer-

soufre. Ces dernières peuvent avoir une localisation cytosolique, nucléaire ou 

mitochondriale et catalysent des réactions d’oxydoréduction nécessaires à la 

production d’énergie, à la régulation de l’expression de certains gènes (Pantopoulos 

et al. 2012). Le fer est également présent dans des protéines de stockage telles que 

la ferritine ou dans des protéines de transport plasmatique comme la transferrine 

(Coffey & Ganz 2017). Lorsque les mécanismes de protection de l’organisme vis-à-vis 

du fer sont saturés, l’excès de fer donne naissance à des espèces réactives de 

l’oxygène (ROS : Reactive Oxygen Species) via la réaction de Fenton et d’Haber-

Weiss. Ces ROS altèrent les protéines, les lipides ainsi que l’acide 

désoxyribonucléique (ADN) et causent des dommages cellulaires dans différents 

organes (Papanikolaou & Pantopoulos 2005).  

Le fer est présent dans l’environnement sous forme oxydée, peu soluble et 

difficilement assimilable. L’organisme humain a donc évolué pour que ce métal soit 

conservé et recyclé (Coffey & Ganz 2017). Le corps humain adulte comporte entre 3 

et 5 g de fer : environ 60% de ce fer (2,5 g) se présente sous forme héminique dans 

l’hémoglobine des précurseurs érythroïdes et globules rouges matures. Trente 

pourcents se retrouvent sous forme de ferritine, la principale forme de stockage du fer, 

dans les macrophages du système réticulo-endothélial et dans les hépatocytes. Moins 

de 10% du fer de l’organisme intervient dans la constitution de la myoglobine. La 

fraction de fer liée à la transferrine, représentant le pool mobile ferrique, ne constitue 

que 0,1% du fer total (3 mg) (Girelli et al. 2018).  

1.2.2 Métabolisme  

La quantité journalière de fer absorbée au niveau intestinal par un humain avoisine 1 

à 2 mg et sert à compenser les faibles pertes dûes à la desquamation de l’épiderme, 
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à l’exfoliation des cellules épithéliales urinaires ou intestinales et aux saignements 

menstruels. Les besoins en fer journaliers pour maintenir une érythropoïèse efficace 

sont de l’ordre de 25 à 30 mg ; ils sont principalement assurés par le recyclage 

macrophagique du fer lors de la phagocytose des érythrocytes vieillisants (Lopez et al. 

2016). L’homéostasie du fer est rendue possible via une communication continue entre 

les cellules qui absorbent le fer (entérocytes), celles qui l’utilisent (érythrocytes) et 

celles qui interviennent dans son recyclage et stockage (macrophages et hépatocytes) 

(Figure 2). Jusqu’en 2002, les bases moléculaires des signaux régulant l’homéostasie 

du fer indépendamment du système transferrine-récepteur de la transferrine et du 

système Iron Responsive Elements/Iron Regulatory Proteins (IRE/IRP), n’étaient pas 

connues. La découverte de l’hepcidine a permis d’élucider de nombreux mécanismes 

impliqués dans le métabolisme ferrique.  

 

Figure 2 (Gkouvatsos et al. 2012): La quantité de fer absorbée journalièrement par les entérocytes est 

de 1 à 2 mg et sert à compenser les pertes diverses. Les macrophages, en phagocytant les globules 

veillissants, permettent l’obtention de 30 mg de fer ferreux, cette quantité étant requise pour une 

érythropoïèse optimale.   
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 Absorption  

Le fer alimentaire peut être présent sous forme inorganique et héminique. L’acidité 

gastrique et l’action de diverses enzymes digestives sont essentielles pour l’absorption 

du fer inorganique ; elles favorisent le relargage du fer et augmentent la biodisponibilité 

de ce dernier. L’absorption du fer inorganique est la mieux connue (Ganz 2013).  

1.2.2.1.1 Fer inorganique 

Le fer inorganique est présent à l’état ferrique Fe(III), une forme peu soluble et par 

conséquent, peu biodisponible. L’absorption du fer se réalise au niveau de la portion 

proximale du duodenum ainsi que de la première partie du jéjunum. Elle débute par 

une réduction en fer ferreux, Fe(II), permise par une ferriréductase appelée 

Cytochrome B Duodenal Reductase (Dcytb). Cet homodimère comporte deux groupes 

héminiques et est situé au niveau de la surface externe de la membrane apicale de 

l’entérocyte. La Dcytb permet le transport d’un électron depuis l’acide ascorbique 

intracytoplasmique jusqu’au Fe(III), présent au niveau de la lumière intestinale (Wynan 

et al. 2008). Il semblerait qu’une autre ferriréductase, la Six Transmembrane Epithelial 

Antigen of the Prostate 2 (Steap2) (Ohgami et al. 2006) soit capable d’assumer ce rôle 

étant donné que la délétion du gène codant pour la Dcytb dans un modèle murin a peu 

d’impact sur l’absorption intestinale de fer (Gunshin et al. 2005). Le transport du fer 

ferreux à travers la membrane apicale de l’entérocyte s’effectue par l’intermédiaire 

d’un transporteur de cation divalent nommé Divalent Metal Transporter 1 (DMT1), une 

protéine de 70 000 Daltons, formée de 10 domaines transmembranaires (Shawki et al. 

2012). Les mécanismes de transport du fer intracellulaire dans l’entérocyte ne sont 

pas encore connus, néanmoins, ils pourraient faire intervenir des protéines 

chaperones appartenant à la famille des poly(rC) binding proteins (PCBPs). Une fois 

présent au niveau du cytosol, le Fe(II) pourra être stocké soit sous forme de ferritine, 

soit être exporté de la membrane basolatérale de l’entérocyte via la ferroportine 

(Figure 3). Avant d’être incorporé au niveau de la transferrine plasmatique pour pouvoir 

être distribué aux cellules de l’organisme, le fer ferreux est oxydé en forme ferrique 

par l’intermédiaire d’une oxydase membranaire, l’héphaestine (Muckenthaler et al. 

2017). La saturation de la transferrine (TS) plasmatique chez un individu sain oscille 

entre 16 et 45% (Camaschella 2017, Brissot et al. 2019). 
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Figure 3 (Muckenthaler et al. 2017): L’homéstasie du fer est rendue possible par une communication 

continue entre les cellules qui absorbent, stockent et recyclent le fer. Au niveau de la membrane apicale 

des entérocytes, le fer ferrique est réduit en fer ferreux par la cytochrome B duodenal reductase (Dcytb) 

avant d’être pris en charge par DMT1. Une fois présent dans le cytosol, le fer ferreux pourrait être 

incorporé dans la ferritine via une protéine chaperone (PCBP) ou être exporté de la membrane 

basolatérale via la ferroportine (FPN). Il subit une oxydation permise par l’héphaestine membranaire 

(HEPH) avant d’être pris en charge par la transferrine plasmatique. L’hépatocyte peut acquérir le fer via 

différents systèmes de transport. Le récepteur de type 1 à la transferrine (TfR1) permet la liaison de 

l’holotransferrine. Le fer non lié à la transferrine (NTBI) peut être pris en charge par un transporteur de 

cation divalent (ZIP14). L’hème lié à l’hémopexine (HPX) est reconnu par le récepteur CD91 présent au 

niveau de la membrane hépatocytaire et macrophagique. Les globules rouges sénéscents sont 

phagocytés par les macrophages. L’hème, résultant de la dégradation de l’hémoglobine dans 

l’environnement acide du phagolysosome, est exporté via l’Heme Responsive Gene-1 Protein (HRG1) 

puis catabolisé par l’hème oxygénase de type 1 (HO-1). Le fer ferreux pourra être stocké sous forme 

de ferritine ou être exporté via la FPN. Son incorporation à la transferrine nécessite une oxydation 

permise par la céruloplasmine (CP). Les complexes formés entre l’hémoglobine (Hb) et l’haptoglobine 

(HP) peuvent être pris en charge par le CD163 présent à la surface du macrophage. Dans les cellules 

interstitielles rénales, lors d’hypoxie, les hypoxia inducible factors (HIF) forment des hétérodimères 

pouvant interagir avec un hypoxia responsive element (HRE) présent dans le promoteur du gène codant 
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pour l’érythropoïétine (EPO) afin de stimuler sa transcription. L’EPO stimule la croissance et la 

différenciation des progéniteurs érythroïdes. 

1.2.2.1.2 Fer héminique 

Il existe une autre source de fer alimentaire que le fer inorganique : le fer héminique. 

Ce dernier représente environ 40% du fer total absorbé au niveau intestinal (Lopez et 

al. 2016). L’hème est constitué d’un noyau protoporphyrine dans lequel le fer est inséré 

à l’état Fe(II). Les mécanismes moléculaires d’absorption du fer héminique sont 

nettement moins connus par rapport au fer inorganique. Le fer héminique pourrait être 

absorbé à travers la membrane apicale par un mécanisme d’endocytose médié par un 

récepteur spécifique. L’Heme Carrier Protein-1 (HCP-1) associé au Proton Coupled 

Folate Transporter (PCFT) semblait être un candidat potentiel pour le transport 

duodénal de l’hème (Silva & Faustino 2015). Néanmoins, ce dernier interviendrait 

plutôt dans le transport des folates d’origine alimentaire puisque les individus 

présentant une mutation de ce transporteur, développent une anémie mégaloblastique 

suite à une carence en acide folique (Qiu et al. 2006). Après cette liaison à un 

récepteur encore non identifié, le complexe pourrait être internalisé dans le cytosol où 

le fer serait libéré sous l’action de l’hème oxygénase de type 1 (HO-1) (Silva & Faustino 

2015).  

 Utilisation par les précurseurs érythroïdes 

Le fer à l’état III, transporté au niveau plasmatique par la transferrine est délivré aux 

cellules jeunes érythroïdes nécessitant du fer, exprimant à leur surface le récepteur à 

la transferrine de type 1 (TfR1) (Figure 4). Le TfR1, glycoprotéine transmembranaire, 

se présente sous la forme d’un homodimère relié par deux ponts disulfures, capable 

de lier une molécule d’holotransferrine au niveau de chacune de ses sous-unités. Cette 

liaison est dépendante de la saturation de la transferrine en fer puisque 

l’holotransferrine lie le TfR1 avec une affinité nettement supérieure par rapport à 

l’apotransferrine (Pantopoulos et al. 2012). Après liaison de l’holotransferrine au 

récepteur TfR1, le complexe est internalisé dans une vacuole endosomale recouverte 

de clathrine (Gkoutvatsos et al. 2012).  L’acidification à pH 5,5 est obtenue sous 

l’action d’une pompe à protons ATPase, cette réduction de pH induit un changement 

de conformation de la transferrine, qui reste fixée au TfR1, avec relargage de fer à 

l’état III. Le complexe apotransferrine/TfR1 est exporté au niveau de la surface 

érythroïde, par l’intermédiaire de la sortin nexin 3 et du complexe exocyst protein 6 

(Muckenthaler et al. 2017). L’apotransferrine, ensuite libérée dans la circulation, est à 
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nouveau disponible pour un autre cycle de capture du fer et de livraison aux 

précurseurs érythroïdes. Une ferriréductase présente au niveau de la membrane de la 

vacuole d’endosome, la Six-Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate 3 

(Steap3) est responsable de la réduction du fer ferrique en fer ferreux (Ohgami et al. 

2006). Ce dernier est exporté de l’endosome via DMT1 et constitue un pool de fer 

labile (LIP : Labile Iron Pool). Le transport du fer cytosolique vers la ferritine ou la 

mitochondrie n’est pas complètement élucidé mais pourrait faire intervenir les PCBPs. 

Un mécanisme « kiss and run » impliquant un contact entre l’endosome et la 

membrane mitochondriale est également décrit et permettrait un passage direct du fer 

ferreux endosomal vers la mitochondrie (Hamdi et al. 2016).  

Figure 4 (Anderson & Frazer 2017): La livraison du fer aux cellules de l’organisme peut se réaliser via 

différents systèmes de transport. Les cellules peuvent acquérir le fer via le récepteur de type 1 à la 

transferrine (TfR1). Le fer ferrique, après avoir été réduit par une réductase (Steap3) et transporté au 

niveau du cytosol par DMT1, pourra être stocké sous forme de ferritine ou être utilisé au niveau 

mitochondrial pour la synthèse de l’hème et des groupements fer-soufre. D’autres systèmes permettent 

l’entrée du fer au niveau cellulaire, tels que le transporteur de cation divalent ZIP14, le récepteur de la 

ferritine, le CD163 et CD91.  

Le passage du fer au niveau de la membrane interne mitochondriale s’effectue via la 

mitoferrine 1, ce transport étant facilité par la présence de l’ABCB10, une ATP-binding 
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cassette qui la stabilise. Le Fe(II) ainsi incorporé dans les mitochondries joue un rôle 

majeur dans la synthèse de l’hème et des groupements fer-soufre, constituant de 

nombreuses protéines mitochondriales, cytosoliques et nucléaires. La synthèse de 

l’hème démarre par une condensation du succinyl coenzyme A avec une glycine, 

catalysée par l’acide 5-aminolévulinique synthase de type 2 érythroïde (ALAS2) et se 

termine par l’incorporation du Fe(II) dans le noyau protoporphyrine IX, catalysée par 

la ferrochelatase (Brissot et al. 2018).  Le récepteur 1 de type Feline Leukemia Virus 

Subgroup de type b (FLVCR1b) est impliqué dans l’export de l’hème des 

mitochondries vers le cytosol où ce dernier est incorporé dans les chaînes de globines 

ou d’autres protéines afin de donner naissance respectivement à l’hémoglobine et aux 

hémoprotéines (Muckenthaler et al. 2017).  

 Stockage. 

Le foie est un organe majeur de stockage du fer. Il existe différents systèmes situés 

au niveau de la membrane hépatocytaire qui interviennent dans son transport.  

Le fer lié à la transferrine plasmatique est pris en charge par le TfR1.  

Dans les états de surcharges martiales, du fer non lié à la transferrine (NTBI : Non-

Transferrin-Bound Iron) apparaît au niveau plasmatique lorsque la concentration en 

fer dépasse de manière chronique la capacité maximale de liaison de la transferrine 

(Coffey & Ganz 2017). Le fer ferrique constituant le NTBI serait présent sous une forme 

complexée à différents anions plasmatiques comme les citrates et les acétates, et sous 

une forme liée à des protéines, comme l’albumine. L’origine et la nature exactes du 

NTBI restent néanmoins à déterminer  (Brissot et al. 2012). La capture du NTBI 

plasmatique par les hépatocytes se réalise par l’intermédiaire d’un transporteur de 

cation divalent Zrt-Irt-like protein 14 (ZIP14) (Liuzzi et al. 2006).  

Le fer présent dans le cytosol peut être stocké sous forme de ferritine ou être exporté 

de l’hépatocyte via la ferroportine. Son incorporation à la transferrine plasmatique 

requiert une oxydation préalable permise par la céruloplasmine.  

L’hème, relargué lors d’hémolyse intravasculaire est pris en charge par l’hémopexine 

circulante. Ces complexes hème-hémopexine peuvent être transportés à travers la 

membrane de l’hépatocyte par le récepteur CD91 (Muckenthaler et al. 2017, figure 3).  
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 Recyclage 

Les macrophages interviennent dans la phagocytose des globules rouges sénéscents, 

le stockage du fer ainsi généré et la redistribution du fer aux précurseurs érythroïdes. 

La forme majeure des macrophages responsables du processus 

d’érythrophagocytose sont les cellules de Küpffer, macrophages tissulaires résidant 

entre les sinusoïdes hépatiques, et les macrophages spléniques (Coffey & Ganz 

2017). Certaines modifications membranaires apparaissent au niveau du globule 

rouge vieillissant telles que la diminution du contenu en acide sialique, l’expression 

d’une phosphatidylsérine ainsi que l’altération de la flexibilité (Silva & Faustino 2015). 

Toutes ces altérations observées en fin de vie des érythrocytes permettent une 

phagocytose ciblée de ceux-ci par les macrophages. Dans la vacuole de phagocytose 

macrophagique, l’environnement acide permet la digestion de l’érythrocyte et le 

relargage de l’hème de l’hémoglobine. L’export de l’hème du phagolysosome vers le 

cytosol requiert la présence du transporteur d’hème : l’Heme Responsive Gene-1 

Protein (HRG1). L’hème, présent au niveau cytosolique est alors catabolisé par l’HO-

1 en biliverdine, monoxyde de carbone et fer ferreux (Coffey & Ganz 2017). Le fer 

ferreux cytosolique pourrait être transporté via les PCBPs et est, soit stocké sous forme 

de ferritine, soit exporté dans la circulation via la ferroportine. Il est ensuite oxydé en 

fer ferrique par la céruloplasmine avant d’être pris en charge par la transferrine 

plasmatique.  

Le fer séquestré dans la ferritine constitue un pool de fer mobilisable et peut être 

relargué selon un processus appelé ferritinophagie contribuant à l’homéostasie 

cellulaire du fer. Lors d’une réduction du contenu en fer cellulaire, la 

protéine autophagosomale appelée Nuclear Receptor Co-Activator 4 (NCOA4) 

interagit avec les sous-unités H de la ferritine. Il s’en suit une dégradation lysosomale 

du complexe NCOA4-ferritine où le pH acide favorise la solubilisation du noyau 

ferrique permettant la libération du fer (Coffey & Ganz 2017). A l’inverse, lors d’une 

élévation des réserves en fer cellulaire, la protéine NCOA4 est reconnue par une E3 

ubiquitine ligase et est dirigée vers des protéasomes où elle sera dégradée. Ce 

processus de régulation du fer cellulaire est essentiel dans les macrophages dont le 

rôle est de recycler et de stocker le fer après phagocytose des globules rouges 

vieillissants (Camaschella & Pagani 2018). 

Lors d’hémolyse, l’hémoglobine et l’hème libérés au niveau plasmatique seront 

transportés respectivement par l’haptoglobine et l’hémopexine. Les complexes ainsi 
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formés peuvent se fixer sur le CD163 et le CD91, exprimés à la surface du macrophage 

(Muckenthaler et al. 2017, figure 3). 
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1.3 Le système Iron-Regulatory Proteins/Iron Responsive Elements (IRP/IRE) et la 

régulation du fer cellulaire 

L’équilibre du contenu en fer cellulaire est maintenu à un niveau post-transcriptionnel. 

Le système IRE/IRP régule la production d’ARNm codant pour des protéines 

intervenant dans la  captation (TfR1, DMT1), le stockage (sous-unités L et H de la 

ferritine), l’export du fer (ferroportine) mais également d’autres ARNm codant pour des 

protéines impliquées dans la synthèse de l’hème (ALAS2) et dans la sensibilité à 

l’oxygène (HIF2α : Hypoxia Inducible Factor 2α). Les IRP 1 et 2 sont des protéines 

cytosoliques capables de se lier à des éléments de réponse au fer (IRE) présents au 

niveau des extrémités 3’ ou 5’ de régions non traduites d’ARNm codant des protéines 

impliquées dans l’homéostasie cellulaire ferrique. Selon la liaison du coté 5’ ou 3’ de 

l’ARNm, les effets des IRP sur ces ARNm seront différents.  

Lors d’une diminution du contenu en fer cellulaire, les IRP1 et 2 se lient à la région 5’ 

de l’ARNm codant pour les sous-unités H et L de la ferritine et à l’ARNm codant pour 

la ferroportine entraînant une réduction de la synthèse de ferritine, impliquée dans le 

stockage du fer, ainsi qu’une diminution de la production de ferroportine (Anderson & 

Frazer 2017). Une suppression de la traduction de l’ARNm codant pour l’ALAS2 et 

l’HIF-2α est également engendrée lors de l’interaction entre les IRP1 et 2 et IRE, afin 

d’éviter la synthèse de protoporphyrine IX en excès. Ces IRP en se fixant à la région 

3’ non traduite de l’ARNm codant pour le TfR1 et la DMT1, vont soit prévenir la 

dégradation, soit stimuler l’expression de ces ARNm, favorisant ainsi la capture du fer 

et son transport cellulaire (Harms & Kaiser 2015).  

A l’inverse, lors d’une élévation du contenu en fer cellulaire, la liaison des IRP aux IRE 

est inhibée ; l’IRP1 acquiert un groupement fer-soufre qui le convertit en une aconitase 

cytosolique incapable de se lier aux IRE. Quant à l’IRP2, il se dégrade au niveau du 

protéasome par un processus impliquant une ubiquitination (Muckenthaler et al. 2017). 

Cette inhibition de la liaison des IRP aux IRE s’accompagne d’une diminution de la 

captation et du transport du fer, d’une augmentation de sa mise en réserve sous forme 

de ferritine et d’une élévation de l’export de fer cellulaire.  

Les IRP ne régulent pas directement la synthèse d’hepcidine, en effet, l’ARNm codant 

pour ce peptide est dépourvu d’IRE (Bayele et al. 2006). 
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1.4 Hepcidine et rôle dans la régulation systémique du fer 

1.4.1 Synthèse 

L’hepcidine dérive de la partie C-terminale de la préprohepcidine, un précurseur 

peptidique de 84 acides aminés, comportant une séquence signal d’adressage au 

réticulum endoplasmique de 24 acides aminés du côté N-terminal, une prorégion de 

35 acides aminés et une région C-terminale correspondant à l’hepcidine-25. Ce 

précurseur de l’hepcidine est codé par le gène HAMP, présent sur le chromosome 19. 

Lors de son export du noyau, la préprohepcidine entre dans le réticulum 

endoplasmique où elle subit un clivage du côté N-terminal catalysé par une protéine 

de type enterokinase, donnant naissance à la prohepcidine. Cette dernière entre dans 

l’appareil de Golgi où elle est clivée au niveau d’un motif pentarginyl par des enzymes 

appartenant à la famille des furine-convertases avec libération de l’hepcidine active, 

comportant 25 acides aminés (Silva & Faustino 2015). Des modifications post-

traductionnelles de l’hepcidine résultent en la production des isoformes 20 et 22, 

présents en quantité minime dans des conditions physiologiques (Park et al. 2001). 

Récemment, un autre isoforme de l’hepcidine a été découvert, il s’agit de l’hepcidine 

24 (Laarakkers et al. 2013). L’hepcidine-25  est synthétisée majoritairement par le foie 

(Pigeon et al. 2001).  

1.4.2 Structure 

L’hepcidine est un peptide de 25 acides aminés, présentant une structure particulière 

en épingle à cheveux avec un feuillet bêta déformé, stabilisé par 4 ponts disulfures : 

C7-C23, C10-C13, C11-C19 et C14-C22 (Rochette et al. 2015, figure 5). Sa masse 

moléculaire est de 2.789 Daltons. La structure de ce peptide, particulièrement la partie 

N-terminale, est hautement conservée d’une espèce à l’autre. Ce phénomène 

complique les processus d’immunisation animale pour la production d’anticorps 

(Nemeth et al. 2006). Comme d’autres peptides à action antimicrobienne, il présente 

une structure amphipathique avec une partie hydrophile et une partie hydrophobe 

(Hunter el al. 2002). L’hepcidine est chargée positivement à pH neutre avec un point 

isoélectrique à 8,2. Elle présente 1 arginine, 2 lysines, 2 histidines et 1 acide aspartique 

(Abbas et al. 2018). Du côté N-terminal, on retrouve un site correspondant à 3 acides 

aminés ; l’acide aspartique, la thréonine et l’histidine, capable de lier les métaux. Ce 

motif particulier, après avoir fixé du cuivre, limite la propension de l’hepcidine à 

s’agréger suite à une modification conformationnelle (Melino et al. 2006). Ce site 

pourrait également jouer un rôle dans son activité biologique (Abbas et al. 2018b). La 
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délétion séquentielle des acides aminés N-terminaux s’accompagne d’une baisse 

progressive de l’activité biologique de l’hepcidine (Nemeth et al. 2006). En effet, les 7 

à 9 acides aminés N-terminaux de l’hepcidine sont critiques pour sa liaison avec la 

ferroportine et l’internalisation du complexe ainsi formé (Preza et al. 2011). Cette 

découverte est à l’origine du développement des mini-hepcidines (Rochette et al. 

2015). L’utilisation de ces dérivés semble être prometteuse pour réduire la surcharge 

en fer pancréatique observée dans des modèles de souris KO pour le gène de 

l’hepcidine. Un traitement combinant l’administration de mini-hepcidines et d’un 

chélateur en fer, la défériprone,  permet également de diminuer la splénomégalie et 

l’accumulation de fer hépatique dans des modèles murins de bêta-thalassémie. Enfin, 

des études cliniques sont en cours pour démontrer l’intérêt de l’utilisation de tels 

dérivés chez les patients avec bêta-thalassémie intermédiaire ou hémochromatose 

héréditaire (Katsarou & Pantopoulos 2018).          

 

Figure 5 (Rochette et al. 2015): L’hepcidine est un peptide comportant 25 acides aminés. Sa structure 

compacte est stabilisée par 4 ponts disulfures reliant les acides aminés C7-C23, C10-C13, C 11-C19 et 

C14-C22. 

1.4.3 Mode d’action 

L’hepcidine agit par fixation au seul exportateur de fer connu chez les mammifères, la 

ferroportine (Donovan et al. 2000). Cette protéine comporte 12 segments 

transmembranaires organisés en deux moitiés comportant 6 hélices reliées par un 

pont intracytoplasmique (Drakesmith et al. 2015). Ses parties N et C-terminales étant 

localisées du côté cytoplasmique. L’exportateur de fer est codé par le gène SLC40A1 

localisé sur le chromosome 2. L’étude de la structure de la ferroportine suggère la 

présence de deux lobes séparés par une boucle cytosolique, formant une cavité dans 

laquelle le fer ferreux peut se loger. Selon la configuration des deux lobes, la cavité 

fait face soit au domaine intracellulaire, soit au domaine extracellulaire (Muckenthaler 



 
 

26 
 

et al. 2017). L’hepcidine se lie à un domaine hautement conservé, situé au niveau 

d’une des boucles extracellulaires de la ferroportine. Une étude réalisée sur une famille 

hémochromatosique présentant une résistance à l’action de l’hepcidine, a mis en 

évidence l’importance de la cystéine en position 326 de la ferroportine dans sa liaison 

avec l’hepcidine (Sham et al. 2009). En effet, les résidus thiols de cette cystéine 

forment un pont disulfure avec une des cystéines présentes au niveau de l’hepcidine, 

stabilisant l’interaction. L’histidine, la phénylalanine et l’isoleucine situées 

respectivement en position 3, 4 et 6 de la partie N-terminale de l’hepcidine jouent 

également un rôle majeur dans son interaction avec la ferroportine (Clark et al. 2011).  

Les nombreuses lysines présentes au niveau de la boucle extracellulaire de la 

ferroportine sont ensuite ubiquitinées. Cette ubiquitination est essentielle pour la 

création de corps multivésiculaires fusionnant par la suite avec des lysosomes afin de 

permettre la dégradation de la ferroportine (Qiao et al. 2012). Les conséquences de 

cette interaction entre l’hepcidine et la ferroportine sont une réduction de l’absorption 

du fer duodénal ainsi qu’une diminution de l’export de fer au niveau hépatocytaire et 

macrophagique, tous ces phénomènes contribuent à une baisse de la concentration 

plasmatique en fer. 

En plus de ce mécanisme impliquant une dégradation de la ferroportine, l’hepcidine 

exerce un effet occlusif mécanique sur l’exportateur de fer (Aschemeyer et al. 2018).  

1.4.4 Liaison protéique et comportement rénal 

In vitro, l’hepcidine se lie avec une haute affinité à l’α2-macroglobuline. Sa liaison avec 

l’albumine est, quant à elle, non spécifique et d’affinité moindre. Sur base de ces 

premiers résultats, la fraction libre de l’hepcidine pouvant circuler au niveau 

plasmatique chez l’homme est estimée aux environs de 11%. L’hepcidine liée à l’α2-

macroglobuline provoque une diminution plus importante de l’expression de la 

ferroportine sur des lignées macrophagiques murines par rapport à l’hepcidine libre 

(Peslova et al. 2009). Ces résultats sont confirmés in vivo chez la souris où 

l’administration d’hepcidine liée à l’α2-macroglobuline engendre une réduction des 

concentrations en fer plasmatique plus importante comparativement à l’hepcidine non 

liée (Huang et al. 2013). Une des raisons expliquant cette différence d’activité de 

l’hepcidine libre et liée consiste en une freination de la clairance rénale  du complexe, 

augmentant le temps de demi-vie de l’hepcidine et prolongeant ainsi sa capacité à 

interagir avec la ferroportine (Peslova et al. 2009). Les résultats obtenus par cette 
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équipe ont été remis en question par la suite. En effet, les concentrations en hepcidine 

mises en présence d’α2-macroglobuline pour évaluer le pourcentage de liaison 

protéique de ce peptide, n’étaient pas représentatives des taux observés in vivo 

(Itkonen et al. 2012).   

En travaillant sur des séra humains fractionnés par filtration sur gel puis analysés par 

spectrométrie de masse, l’équipe d’Itkonen et al a démontré que l’hepcidine 

plasmatique humaine circule principalement sous forme libre, avec moins de 3% liés 

à l’α2-macroglobuline et à l’albumine (Itkonen et al. 2012).  

Récemment, le taux de liaison protéique de l’hepcidine a été évalué chez des  patients 

atteints de maladie rénale chronique terminale, nécessitant une dialyse péritonéale. 

Le pourcentage de fixation du peptide aux protéines est estimé sur base d’un calcul 

impliquant les concentrations sériques en hepcidine et celles mesurées dans le liquide 

péritonéal. Le taux de liaison est évalué à 40%, avec une dispersion importante des 

résultats obtenus (Diepeveen et al. 2019).       

Comme d’autres peptides de faible masse moléculaire, l’hepcidine est filtrée librement 

par le glomérule avant d’être réabsorbée via un récepteur mégaline présent au niveau 

des tubules proximaux (Peters et al. 2013). Les concentrations sériques d’hepcidine 

corrèlent inversement avec le taux de filtration glomérulaire estimé (Troutt et al. 2013). 

Une dysfonction tubulaire s’accompagne d’une élévation des taux d’hepcidine urinaire 

(Peters et al. 2013). Les cellules tubulaires rénales sont capables de produire 

localement de l’hepcidine (Kulaksiz et al. 2005). Tous ces facteurs rendent 

l’interprétation des concentrations urinaires d’hepcidine particulièrement complexe 

(Kroot et al. 2011).  A côté de cette clairance rénale, une fraction de l’hepcidine est 

éliminée par co-dégradation avec la ferroportine à son site d’action (Rochette et al. 

2015).   

1.4.5 Variation circadienne 

L’hepcidine présente une variation circadienne. Les concentrations sériques les plus 

basses sont observées tôt le matin puis elles augmentent graduellement en cours de 

journée pour atteindre un pic en début de soirée. Ces taux diminuent progressivement 

la nuit pour revenir à leur valeur basale en matinée (Kroot et al. 2009, Troutt et al. 

2012). Cette production diurne de l’hepcidine observée chez l’humain n’est pas 

affectée par la prise de nourriture ou lors d’une privation de sommeil (Troutt et al. 

2012). Le profil de variation de concentrations de l’hepcidine est similaire lors de la 
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prise d’un repas pauvre ou enrichi en fer (Schaap et al. 2013). Chez la souris, des 

régulateurs transcriptionnels reconnaissent des sites situés dans le promoteur du gène 

codant pour l’hepcidine. Ces facteurs de transcription, dont l’USF1 et l’USF2, régulent 

l’expression de l’hepcidine par l’intermédiaire d’Eboxes et pourraient être responsables 

de cette rythmicité de production. En effet, les gènes sous contrôle transcriptionnel par 

l’intermédiaire d’Eboxes ont tendance à avoir une sécrétion circadienne (Bayele et al. 

2006).   

1.4.6 Production paracrine d’hepcidine 

A côté des hépatocytes, d’autres cellules sont capables de synthétiser l’hepcidine 

(adipocytes, cellules pariétales, tubules rénaux, macrophages,…) mais en quantité 

minoritaire. Cette production ne contribue pas aux taux circulants de l’hepcidine mais 

exerce une action locale (Kroot et al. 2011). Ainsi, une corrélation positive est observée 

dans les adipocytes, entre l’expression de cytokines pro-inflammatoires et l’ARNm 

codant pour l’hepcidine. Ces résultats permettent d’expliquer la prévalence plus élevée 

de déficit en fer lors d’obésité. Au niveau des cellules pariétales de l’estomac, 

l’hepcidine joue un rôle dans la sécrétion acide et la protection vis-à-vis de la 

colonisation par Helicobacter pylori. Enfin, lors d’invasions bactériennes, la production 

locale d’hepcidine par les macrophages et les cellules tubulaires distales joue un rôle 

dans l’immunité innée en limitant la quantité de fer disponible pour les 

microorganismes par rétention intracellulaire du fer (Daher et al. 2019). 

1.4.7 Régulation de la synthèse 

Les modèles murins génétiquement modifiés ont permis de comprendre la complexité 

et l’interconnection des voies impliquées dans la production d’hepcidine. La régulation 

de la synthèse de ce peptide est transcriptionnelle et se réalise par l’intermédiaire de 

différents stimuli, soit activateurs, soit inhibiteurs. Alors que la synthèse de l’hepcidine 

par les hépatocytes est stimulée par l’augmentation des réserves en fer hépatique, 

l’activation de l’érythropoïèse inhibe la transcription du peptide (Girelli et al. 2016). Par 

ailleurs, la stimulation de la synthèse de l’hepcidine lors d’inflammation constitue une 

des causes de développement de l’anémie inflammatoire (Weiss et al. 2019). Une 

hiérarchie semble exister entre les différents signaux régulant la transcription de 

l’hepcidine avec un effet dominant négatif de la carence martiale par rapport à l’effet 

positif d’un syndrome inflammatoire induit par l’injection de lipopolysaccharides (LPS) 

(Darshan et al. 2010). L’augmentation de l’activité érythropoïétique a également un 
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effet inhibiteur plus puissant sur la synthèse de l’hepcidine par rapport à l’effet 

stimulant de l’inflammation (Theurl et al. 2011).   

 Réserves en fer 

La production hépatocytaire d’hepcidine est contrôlée majoritairement par la voie 

impliquant les bone morphogenic proteins (BMP) et les protéines intracellulaires 

appelées Homologs of both the Drosophila Protein Mothers against Decapentaplegic 

and the C. Elegans Proteins (SMAD). Cette voie de signalisation BMP-SMAD fait 

intervenir des récepteurs de deux types agissant chacun sous forme de dimères : les 

activin receptor-like kinases (BMPRI : Alk2 et Alk3) et les récepteurs de type sérine 

thréonine kinase (BMPRII : ACVR2A, BMPR2). Les BMP-2 et BMP-6 appartiennent à 

la superfamille du Transforming Growth Factor β (TGF-β), elles sont sécrétées par les 

cellules endothéliales hépatiques sinusoïdales par un mécanisme non encore élucidé 

(Canali et al. 2017). Après dimérisation par formation de ponts disulfures, les BMP-2 

et BMP-6 interagissent avec leurs récepteurs respectifs. On distingue deux voies 

différentes dans la signalisation BMP-SMAD. 

Dans la première voie, BMP-2 est responsable de la transcription basale de 

l’hepcidine. Elle interagit avec un récepteur BMPRI (Alk3) et un récepteur BMPRII. 

L’hémojuvénile (HJV), le récepteur de type 2 à la transferrine (TfR2) et la protéine HFE 

sont fonctionnellement reliés à Alk3 et contribuent à la production basale d’hepcidine 

via la voie BMP-SMAD. L’HJV est une protéine insérée dans la membrane de 

l’hépatocyte dont la partie C-terminale interagit avec la néogénine (Silvestri et al. 

2019). 

La seconde voie est activée par BMP-6. Lorsque les réserves hépatiques en fer 

augmentent, la production de BMP-6 est fortement stimulée. Cette dernière active la 

transcription de l’hepcidine alors que la synthèse de BMP-2 est seulement légèrement 

augmentée (Camaschella & Pagani 2018). BMP-6 se lie principalement à Alk2 et un 

récepteur BMPRII. Une protéine cytosolique appelée immunophiline FKBP12, lie Alk2 

pour limiter l’activation de cette voie en l’absence de ligand. En cas d’augmentation 

des réserves en fer tissulaire, FKBP12 est déplacée et la transcription de l’hepcidine, 

stimulée (Silvestri et al. 2019).   
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Figure 6 (Silvestri et al. 2019): Dans des conditions physiologiques, la transcription basale de l’hepcidine 

est assurée par l’interaction de BMP-2 avec son récepteur Alk3, présent au niveau de la membrane 

hépatocytaire et relié fonctionnellement à HJV, TfR2 et HFE. Après phosphorylations successives, le 

complexe SMAD1/5/4 migre dans le noyau pour interagir avec l’élément de réponse BMP et activer la 

transcription du peptide.  

Après cette interaction entre BMP-2 et Alk3 ou BMP-6 et Alk2, une phosphorylation 

des protéines intracellulaires SMAD1/5 survient. Le groupe activé SMAD1/5 interagit 

avec SMAD4 et le complexe migre dans le noyau pour se lier à 2 éléments de réponse 

BMP (BMP-RE1 et BMP-RE2), situés au niveau du promoteur du gène codant pour 

l’hepcidine. Cette liaison s’accompagne d’une augmentation de la transcription de 

l’ARNm de l’hepcidine (Muckenthaler et al. 2017).  

Lors de diminution des réserves en fer tissulaire, la transcription du gène TMPRSS6 

est activée, avec traduction en matriptase 2 (Du et al. 2008, Folgueras et al. 2008). 

Cette sérine protéase transmembranaire est synthétisée sous forme de proenzyme et 

devient active après clivage autocatalytique. La matriptase 2 est capable de cliver 

l’HJV (Figure 7). Le clivage de ce co-récepteur de BMPRI altère l’activation de la voie 

BMP-SMAD avec diminution de la cascade de phosphorylation, et par conséquent, 

réduction de la transcription de l’hepcidine (Silvestri et al. 2008). Des mutations du 

gène codant pour la matriptase 2 sont décrites chez l’humain et sont responsables du 
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développement d’une anémie hypochrome microcytaire, réfractaire au traitement par 

le fer oral (Iron Refractory Iron Deficiency Anemia : IRIDA). Des taux anormalement 

élevés d’hepcidine sérique sont observés chez ces patients, témoignant du rôle 

essentiel de la matriptase 2 dans la régulation négative de la transcription de 

l’hepcidine. 

 

Figure 7 (Cui et al. 2009): Lors de carence en fer (A), la matriptase 2 clive l’HJV pour donner naissance 

à une forme soluble d’HJV. L’activation de la voie BMP-SMAD est inhibée avec réduction de la 

transcription de l’hepcidine. Des taux anormalement élevés d’hepcidine sont mis en évidence pour les 

patients IRIDA (B)suite à une mutation du gène codant pour la matriptase 2.   

 Erythropoïèse 

L’activation de l’érythropoïèse induite par phlébotomies répétées et par hémolyse 

aiguë provoque une réduction de la transcription de l’hepcidine dans un modèle murin 

(Nicolas et al. 2002b). Chez l’homme, la stimulation de l’érythropoïèse induite par une 

saignée ou l’administration d’érythropoïétine (EPO), s’accompagne d’une diminution 

rapide de l’hepcidinémie, favorisant de cette manière l’absorption de fer duodénal et 

la libération du fer macrophagique et hépatocytaire (Ashby et al. 2010). 

L’érythropoïétine ne semble pas avoir un effet direct sur la répression de la synthèse 

d’hepcidine. Alors que l’administration d’EPO chez les souris s’accompagne d’une 

suppression de la transcription de l’ARNm codant pour l’hepcidine, cet effet est aboli 

pour ces mêmes souris rendues aplasiques par administration d’inhibiteurs de 

l’érythropoïèse (Pak et al. 2006). Le régulateur erythropoïétique de l’hepcidine 

semblerait être un facteur circulant relargué par les précurseurs érythroïdes en 

réponse à l’EPO.  
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Le Growth Differenciation Factor 15 (GDF15) appartient à la superfamille du TGF-β et 

est relargué à un stade tardif de la différenciation érythroblastique. Le GDF-15 a été 

proposé comme suppresseur potentiel de la synthèse d’hepcidine. Néanmoins, les 

souris KO pour le gène codant pour GDF15, présentent le même profil de suppression 

de transcription de l’hepcidine par rapport aux souris sauvages, après phlébotomies 

(Casanovas et al. 2013). De plus, l’injection d’EPO chez l’humain ne semble pas 

s’accompagner d’une modification significative des taux plasmatiques de GDF-15 

(Ashby et al. 2010). Ces résultats remettent donc en cause le rôle joué par ce facteur 

dans la régulation érythropoïétique de l’hepcidine.    

En 2014, l’équipe de Kautz et al, en travaillant sur des souris phlebotomisées ou 

recevant de l’érythropoïtéine,  identifie une protéine sécrétée précocement par les 

érythroblastes différenciés, en tant qu’inhibiteur de la transcription de l’hepcidine.  

Cette protéine, reliée à la famille du C1q tumor necrosing factor, est baptisée 

erythroferrone (ERFE) pour son origine et son implication potentielle dans le 

métabolisme ferrique. La transcription de l’ARNm codant pour ERFE est rapidement 

stimulée chez des souris sauvages après saignées ou administration d’EPO.  

L’absence de répression de la synthèse d’hepcidine chez des souris phlébotomisées, 

KO pour le gène codant pour l’ERFE, conforte le rôle joué par cette protéine dans la 

régulation érythropoïétique de l’hepcidine (Kautz et al. 2014). Les souris KO pour 

ERFE ont, à la naissance, des paramètres hématologiques similaires aux souris 

sauvages. L’ERFE ne serait donc pas un acteur majeur de l’érythropoïèse en 

conditions physiologiques mais jouerait un rôle manifeste lors de stress 

érythropoïétique (Kautz 2014b).  

Lors de stimulation érythropoïétique, la synthèse rénale d’EPO est augmentée. L’EPO 

interagit avec des récepteurs présents au niveau des précurseurs érythroïdes de la 

moëlle et de la rate. Cette liaison s’accompagne d’une activation de la Janus Kinase 

de type 2 (JAK2) et d’une phosphorylation du Signal Transducer and Activator of 

Transcription 5 (STAT5) à l’origine de la production d’érythroferrone. Celle-ci est 

relarguée au niveau plasmatique et réprime la synthèse d’hepcidine par un mécanisme 

dépendant de la voie BMP, non complètement élucidé (Ganz 2018). 

L’érythroferrone est la molécule clef ayant permis de faire le lien entre la synthèse des 

globules rouges et l’apport en fer requis pour une érythropoïèse optimale 

(Camaschella & Pagani 2018). 
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Chez les patients atteints de bêta-thalassémie ou d’érythropoïèse inefficace, les taux 

d’hepcidinémie sont anormalement bas pour le degré de surcharge martiale observé 

(Papanikolaou et al. 2005b). Dans un modèle de souris bêta-thalassémique 

intermédiaire, des taux élevés d’ARNm codant pour ERFE sont observés au niveau 

médullaire et splénique. Lorsque le gène codant pour ERFE est supprimé dans ce 

modèle, les souris KO présentent une normalisation des taux plasmatiques 

d’hepcidine avec une réduction de la surcharge en fer hépatique (Kautz et al. 2014).   

D’autres régulateurs encore non identifiés pourraient intervenir dans la régulation de 

la transcription de l’hepcidine lors de l’activation de l’érythropoïèse (Vallet 2018).  

 Inflammation 

Lors d’un processus inflammatoire, différentes cytokines sont relarguées dans la 

circulation sanguine. Les LPS interagissent avec le Toll Like Receptor de type 4 (TLR4) 

au niveau macrophagique pour stimuler la production d’interleukine-6 (IL-6), d’IL-1β 

(Silvestri et al. 2019). L’IL-6 joue un rôle essentiel dans la stimulation de la transcription 

de l’hepcidine. L’implication de l’IL-6 est démontrée dans des cultures cellulaires, des 

modèles expérimentaux animaux et humains (Nemeth et al. 2004b). Cette cytokine 

interagit avec le récepteur IL-6 présent à la surface de l’hépatocyte. Il y a alors 

activation de JAK2 et phosphorylation de STAT3. Ce dernier migre dans le noyau et 

stimule la synthèse de l’hepcidine par fixation à un site spécifique STAT présent au 

niveau du promoteur du gène (Wang & Babitt 2016).  

Une collaboration étroite est requise entre les voies JAK2-STAT3 et BMP-SMAD pour 

une activation complète de la transcription d’hepcidine lors de phénomènes 

inflammatoires (Silvestri et al. 2019). La dorsomorphine, inhibiteur sélectif de la voie 

de phosphorylation BMP/SMAD bloque la transcription du peptide induite par l’IL-6 (Yu 

et al. 2008). Les souris KO pour SMAD4 ne présentent plus d’augmentation de l’ARNm 

de l’hepcidine lorsqu’elles sont soumises à l’IL-6 (Wang et al. 2005). 

Enfin, la protéine myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88), activée 

lors de l’interaction des LPS avec les TLR4 au niveau hépatocytaire, pourrait stabiliser 

SMAD4 et réguler positivement la voie BMP-SMAD (Silvestri et al. 2019, figure 8).    
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Figure 8 (Silvestri et al. 2019): Lors d’un processus inflammatoire, l’interleukine-6 (IL6) interagit avec 

son récepteur présent au niveau de la membrane hépatocytaire. Il s’en suit une phosphorylation de 

STAT3, migrant au niveau du noyau pour stimuler la transcription de l’hepcidine. Les 

lipopolysaccharides (LPS) se lient au Toll Like Receptor 4 (TLR4), présent au niveau de la membrane 

hépatocytaire, pour activer la protéine MyD88. Cette dernière pourrait stabiliser SMAD4 et amplifier la 

voie BMP-SMAD.   

1.4.8 Quantification de l’hepcidine dans divers milieux biologiques 

 Difficultés rencontrées 

La quantification de l’hepcidine reste problématique pour plusieurs raisons. Tout 

d’abord, la production d’anticorps pour la réalisation de tests immunochimiques est un 

processus laborieux. La structure de l’hepcidine, hautement conservée d’une espèce 

à l’autre, complique les procédures d’immunisation d’animaux pour la génération 

d’anticorps (Nemeth et al. 2006). L’hepcidine présente également une structure 

compacte en épingle à cheveux, stabilisée par 4 ponts disulfures, avec un accès limité 

aux différents épitopes. Les isoformes 20, 22 et 24 de l’hepcidine, modifiés du côté N-

terminal, peuvent interférer dans les tests immunochimiques et provoquer des 

réactions croisées qui sont à l’origine d’inexactitude (Laarakkers et al. 2013, Kroot et 

al. 2011). A l’heure actuelle, il n’existe aucun test commercial immunologique sélectif 

pour l’isoforme 25 de l’hepcidine (Abbas et al. 2018).  
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L’hepcidine, de par sa structure amphipathique, présente des problèmes d’agrégation, 

observés surtout dans les environnements pauvres en protéines (Hunter el al. 2002).  

Ce peptide présente également la capacité d’adhérer fortement aux matériaux en 

plastique. Ces effets sont responsables d’un faible rendement de récupération pour 

les procédures d’extraction ainsi que d’une variabilité pré-analytique importante 

excédant la variabilité intra et inter-sujet pour des milieux appauvris en protéines 

comme l’urine (Kroot et al. 2009). Finalement, aucune méthode ni aucun matériel de 

référence n’est défini à l’heure actuelle, ceci pouvant expliquer la grande disparité des 

résultats obtenus entre les laboratoires (Kroot et al. 2009b, Kroot et al. 2012). 

Concernant ce dernier point, de nombreux efforts sont actuellement mis en place pour 

l’harmonisation de la quantification de l’hepcidine par l’identification d’un matériel de 

référence secondaire (van der Vorm et al. 2016). 

Parmi les techniques décrites dans la littérature, on distingue deux types de méthodes 

permettant la quantification de l’hepcidine humaine sérique ou urinaire : les méthodes 

immunologiques et celles associant la spectrométrie de masse.  

 Méthodes immunochimiques  

La première technique développée pour le dosage de l’hepcidine humaine était un 

immunodot réalisé sur urine. Après extraction de l’hepcidine urinaire par 

chromatographie échangeuse cationique, cette dernière était semi-quantifiée à l’aide 

d’anticorps de lapin anti-hepcidine. L’utilisation de ce test laborieux a permis de 

démontrer le rôle essentiel joué par ce peptide dans l’anémie inflammatoire (Nemeth 

et al. 2004b). En 2004, un immunoessai permettant la quantification du précurseur 

sérique de l’hepcidine, la prohepcidine, est développé (Kulaksiz et al. 2004). L’absence 

de corrélation entre la concentration sérique de la prohepcidine et de l’hepcidine d’une 

part, et l’absence de corrélation entre la concentration sérique de prohepcidine et 

l’absorption de fer marqué au niveau duodénal d’autre part, remettent en question 

l’utilité du dosage du précurseur (Young et al. 2009).  Un test compétitif de type 

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), utilisant les mêmes anticorps de lapin 

anti-hepcidine que l’immunodot et de l’hepcidine biotinylée comme compétiteur est 

développé pour le dosage de l’hepcidine sérique ; les valeurs obtenues étant corrélées 

aux diverses situations cliniques pouvant modifier la transcription de l’hepcidine (Ganz 

et al. 2008). Une méthode radioimmunologique compétitive utilisant une plaque 

recouverte d’anticorps de chèvre anti-lapin mise en contact avec des anticorps 
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polyclonaux de lapin anti-hepcidine est ensuite décrite par l’équipe de 

Grebenchtchikov avec une excellente limite de quantification (Grebenchtchikov et al. 

2009). Un autre test ELISA compétitif, moins sensible que la technique 

radioimmunologique, utilisant des anticorps polyclonaux et de l’hepcidine 

recombinante comme compétiteur est développé (Koliaraki et al. 2009). Le principal 

défaut de ces tests immunologiques réside dans la mesure de l’ensemble des 

isoformes de l’hepcidine, avec surestimation globale des résultats par rapport à des 

techniques plus spécifiques associant la spectrométrie de masse (Kroot et al. 2009b).    

En 2010, une méthode ELISA de type sandwich plus spécifique, par utilisation 

d’anticorps monoclonaux voit le jour. Le premier anticorps dirigé contre les 7 acides 

aminés N-terminaux de l’hepcidine est biotinylé permettant sa fixation à la 

streptavidine fixée au support solide. Le second anticorps de lapin anti-hepcidine est 

marqué au ruthénium, sa fixation avec l’hepcidine étant mesurée par 

chemiluminescence (Butterfield et al. 2010). Dans cette méthodologie, les réactions 

croisées avec les isoformes de l’hepcidine non impliqués dans le métabolisme ferrique, 

semblent être minimisées avec des résultats corrélés à ceux obtenus par 

chromatographie liquide liée à la spectrométrie de masse. Néanmoins, la seconde 

étude internationale « Round Robin » évaluant les résultats d’hepcidine quantifiés par 

différentes méthodes analytiques a mis en évidence une disparité importante entre les 

taux mesurés par cette technique et ceux obtenus via les méthodologies associant la 

spectrométrie de masse (Kroot et al. 2012).    

 Spectrométrie de masse 

Les premières méthodes quantifiant l’hepcidine sérique et urinaire à l’aide d’un 

spectromètre de masse étaient semi-quantitatives avec la surface enhanced laser 

desorption time of flight mass spectrometry (SELDI TOF MS) (Tomosugi et al. 2006) 

et la matrix assisted laser desorption ionization mass spectrometry (MALDI TOF MS). 

La première méthode MALDI TOF MS décrite présentait l’inconvénient d’être peu 

reproductible suite à la fluctuation du laser, à l’effet matrice impactant la qualité de 

l’ionisation de l’échantillon et enfin, à la variabilité du volume d’échantillon déposé pour 

l’analyse. Elle a été améliorée par la suite et est devenue quantitative par l’utilisation 

d’hepcidine 25 marquée comme standard interne (Anderson et al. 2011). Une des 

techniques SELDI TOF MS a également été développée avec de l’hepcidine 24 

synthétique comme standard interne (Kroot et al. 2010). Le recours à ce standard 

interne a été néanmoins critiqué, compte tenu de sa possible présence dans les 
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échantillons biologiques (Konz et al. 2014). Un des avantages de ces techniques 

réside dans la possibilité d’identifier et de quantifier les différents isoformes de 

l’hepcidine.   

Les techniques associant la chromatographique liquide couplée à la spectrométrie de 

masse en tandem (LC-MS/MS) sont des méthodes d’analyse physico-chimique très 

spécifiques et sensibles pour la mesure de l’isoforme actif de l’hepcidine. La 

spectrométrie de masse en tandem permet la séparation de molécules, préalablement 

ionisées, selon leur rapport  masse sur nombre de charges (m/z). La quantification des 

molécules d’intérêt est rendue possible en comparant l’abondance relative des 

transitions sélectionnées par rapport à un calibrateur de concentration définie. La 

source est l’élément du spectromètre de masse permettant la pulvérisation, l’ionisation 

des analytes d’intérêt et l’évaporation du solvant. Dans le cadre d’une ionisation par 

électronébulisation, l’échantillon, issu de la séparation par chromatographie liquide, 

est acheminé dans un capillaire au niveau duquel est appliquée une différence de 

potentiel. Suite aux répulsions coulombiennes entre les charges ainsi générées, 

l’échantillon sera pulvérisé en fines goutelettes. Ces dernières seront ensuite 

évaporées à l’aide d’un gaz neutre. Les ions générés vont être focalisés avant d’entrer 

dans le premier quadripôle. Chaque quadripôle comporte quatre électrodes, situées 

parallèlement 2 à 2 et de potentiels différents, permettant la génération d’un champ 

électrique nécessaire à la sélection des ions d’intérêt. Seuls les ions ayant une 

trajectoire dite stable pourront traverser le quadripôle. Après fragmentation des ions 

parents dans une cellule de collision, les ions filles produits pourront être sélectionnés 

dans le deuxième quadripôle afin d’être détectés.  

L’utilisation du quadripôle peut se réaliser selon un mode «scan » qui permet le 

passage de l’ensemble des ions générés à travers le quadripôle, ou selon un mode 

« statique », réglé pour sélectionner la traversée d’un ou de plusieurs ions (Menet 

2011).  

Le choix du standard interne sera primordial pour les techniques utilisant la 

spectrométrie de masse ; le standard interne optimal étant la molécule à doser 

présentant des isotopes lourds. Certaines méthodes utilisant la chromatographie 

liquide couplée à la spectrométrie de masse, ont parfois été dépréciées pour le choix 

du standard interne, structurellement très différent de l’hepcidine 25  (Murphy et al. 
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2007). Ces techniques ont été progressivement améliorées par l’introduction d’un 

standard interne marqué par isotopes.  

Les techniques d’extraction utilisées pour la purification de l’échantillon incluent la 

précipitation par l’acide trifluoroacétique (Murao et al. 2007, Vialaret et al. 2018), 

l’ultrafiltration (Kobold et al. 2008), l’utilisation de microbilles magnétiques de type 

échangeuses cationiques faibles (Bansal et al. 2009, Bansal et al. 2010, Hwang et al. 

2011) et enfin, la séparation en phase solide de type balance hydrophile/lipophile 

(HLB) (Li et al. 2009, Houbart et al 2011, Itkonen et al. 2012b) ou de type échangeuse 

ionique (Lefebvre et al. 2015).  
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1.4.9 Intérêts cliniques de la détermination de l’hepcidine 

 La carence en fer absolue 

La carence en fer absolue (ID : Iron deficiency) liée à une réduction des réserves 

ferriques est un problème fréquent dans la population, avec une prévalence estimée 

de 9% et 15,7% chez les jeunes enfants de moins de 2 ans et les femmes en âge de 

procréer, respectivement (Lopez et al. 2016). L’ID peut être causée par des apports 

en fer insuffisants (régime particulier de type végétarien ou végane), une élévation des 

besoins en fer (croissance, grossesse), une malabsorption digestive (liée à des 

procédures chirurgicales bariatriques, des maladies inflammatoires intestinales ou la 

prise de certains médicaments) et des pertes accentuées lors de saignements 

chroniques (Camaschella 2015). La mise en évidence d’un déficit en fer en l’absence 

d’une maladie chronique est aisée et repose sur la mesure de la ferritine (Harms & 

Kaiser 2015). Les taux d’hepcidine sont bas, voire indétectables lors de déficit acquis 

en fer, ceci permettant une stimulation de l’absorption duodénale de fer et un relargage 

du fer hépatocytaire et macrophagique (Ganz et al. 2008). Les études ayant évalué 

l’intérêt d’une supplémentation en fer lors d’ID isolée, sans réduction de la 

concentration en hémoglobine, montrent une élévation des taux de ferritine sérique et 

une augmentation de l’hémoglobine, associées à une diminution de la sensation de 

fatigue (Camaschella 2019).    

La carence en fer peut avoir un impact négatif sur l’érythropoïèse avec apparition d’une 

anémie hypochrome microcytaire (IDA : Iron Deficiency Anemia). Environ 1/3 de la 

population mondiale souffre d’anémie dont la moitié des cas serait expliquée par un 

déficit martial. Les signes (pâleur cutanée et des conjonctives) ainsi que les 

symptômes (fatigue, maux de tête, tachycardie,…) observés dépendront de la 

sévérité, de la rapidité d’installation de l’anémie, de l’âge et des comorbidités 

éventuellement présentes (Lopez et al. 2016). Lors d’IDA, la détermination de 

l’hepcidinémie ne présente pas de valeur ajoutée par rapport à la mesure de la ferritine, 

excepté lors de suspicion d’IRIDA : une cause génétique rare de carence en fer décrite 

dans le paragraphe 1.4.8.2. (Camaschella & Pagani 2018). 

La supplémentation en fer repose sur deux stratégies : la prévention de la carence 

martiale dans les populations à risque (enfants de moins de 5 ans, femmes enceintes, 

femmes allaitant) et le traitement de l’IDA. Concernant ce dernier point, la thérapie se 

base sur une supplémentation en fer par la voie la mieux appropriée et sur la recherche 
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ainsi que la correction de la cause associée. Le but final du traitement n’est pas 

seulement de normaliser le taux d’hémoglobine mais également de remplir les 

réserves en fer tissulaire avec une cible pour la concentration en ferritine supérieure à 

100 µg/L (Girelli et al. 2018). La durée d’une supplémentation en fer oral est de 3 mois 

minimum (Goddard et al. 2011). 

Les traitements per os sont utilisés en première ligne; ils sont généralement efficaces 

et peu coûteux. Les formulations orales sont utilisées pour le traitement de l’IDA légère 

à modérée et reposent sur l’administration de gluconate, fumarate, ou sulfate ferreux 

associé éventuellement à l’acide ascorbique. L’efficacité de ces formes orales semble 

équivalente. La posologie classique consiste en l’administration de 65 mg de fer 

ferreux, deux à trois fois par jour. Une étude de Moretti et al remet en question ce 

schéma d’administration classique. Cette équipe a évalué l’absorption de fer marqué 

aux isotopes chez des jeunes femmes présentant une carence martiale. Une 

absorption plus efficace du fer per os, associée à des effets indésirables digestifs 

moindres, est atteinte en administrant des doses de fer ferreux plus faibles et, surtout 

en alternant les jours de supplémentation. En effet, le fer administré stimule la 

transcription de l’hepcidine avec pour conséquence une élévation de l’hepcidinémie, 

24 heures après la première prise. L’augmentation des taux sériques du peptide 

s’accompagne d’une dégradation accrue de la ferroportine duodénale avec blocage 

de l’absorption des doses futures administrées (Moretti et al. 2015). 

Dans le cadre d’une absorption optimale des formes per os, une élévation du taux 

d’hémoglobine peut être déjà visible après 2 semaines de traitement. Une réponse 

optimale lors de supplémentation en fer oral est généralement définie comme une 

augmentation de la concentration en hémoglobine supérieure à 2 g/dL après 3 

semaines de traitement (Girelli et al. 2018). 

Le choix d’une forme parentérale se réalise lors d’absence de réponse au fer oral, lors 

de pathologies associées à un phénomène de malabsorption, lors d’un souhait de 

correction rapide d’une anémie sévère. Il existe plusieurs formes parentérales 

disponibles en Belgique : dextran ferrique (de faible poids moléculaire), 

carboxymaltose et saccharose ferrique. Les formes dextran ferrique de haut poids 

moléculaire ne sont plus recommandées vu le risque de réactions anaphylactiques. La 

forme carboxymaltose constitue un traitement de choix. Cette dernière comporte un 

noyau avec un sel ferrique entouré d’une coque carbohydrate. La cinétique de 
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relargage du fer à partir du complexe définit la quantité de fer totale pouvant être 

administrée par dose (Lopez et al. 2016).     

 L’anémie sur carence en fer réfractaire à l’administration de fer oral 

Deux équipes ont démontré le rôle essentiel joué par le  gène TMPRSS6, situé sur le 

chromosome 22 et codant pour la matriptase 2, dans la régulation de la transcription 

de l’hepcidine (Du et al. 2008, Folgueras et al. 2008).  

Les souris KO pour TMPRSS6 présentent une anémie hypochrome microcytaire avec 

carence martiale ainsi qu’un accroissement de l’expression hépatique de l’ARNm du 

gène codant pour l’hepcidine par rapport aux souris contrôles (Folgueras et al. 2008). 

Ce rôle essentiel, joué par la matriptase 2 dans le métabolisme ferrique, est 

rapidement confirmé par l’équipe de Du et al mettant en évidence un défaut 

d’absorption duodénale de fer marqué chez des souris Mask, présentant un déficit 

fonctionnel en matriptase 2 (Du et al. 2008).  

La matriptase 2 est une sérine protéase transmembranaire d’expression 

principalement hépatique (Finberg et al. 2008). Elle possède une partie N-terminale 

courte intracytoplasmique, un domaine transmembranaire, une région centrale 

contenant des domaines modulaires et un domaine catalytique C-terminal. La 

matriptase 2 est synthétisée sous forme de proenzyme et s’active par autoclivage au 

niveau d’un résidu arginine. Elle régule négativement la transcription de l’hepcidine via 

la voie BMP-SMAD (Finberg et al. 2010). L’hémojuvénile membranaire est identifiée 

comme étant un substrat de la matriptase 2 (Silvestri et al. 2008). En clivant l’HJV, la 

matriptase 2 affaiblit la voie de signalisation BMP-SMAD, cet effet réduit la 

transcription de l’hepcidine ce qui favorise l’absorption de fer duodénal.  

Les patients présentant un déficit d’activité de la matriptase 2 développent un 

syndrome IRIDA, une cause génétique rare d’anémie ferriprive (Finberg et al. 2008). 

La prévalence de l’IRIDA est évaluée comme étant inférieure à 1/1.000.000 mais 

pourrait être sous-estimée (Poggiali et al. 2015). Ce syndrome est initialement décrit 

comme étant transmis selon un mode autosomique récessif, nécessitant 2 variants 

alléliques. Cependant, son mode de transmission semble plus complexe. En effet, 

certains patients présentant un seul variant allélique peuvent être affectés 

phénotypiquement, leur expression phénotypique étant plus légère comparativement 

aux patients bi-alléliques (Donker et al. 2016). Des études d’association du génome 

humain montrent également que certains polymorphismes du gène TMPRSS6 sont 
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associés à des taux plus bas d’hémoglobine, de TS et de volume corpusculaire moyen 

(Benyamin et al. 2009).  

Cette pathologie est caractérisée par l’apparition d’une anémie hypochrome 

microcytaire se développant en période post-natale avec nette diminution du fer 

sérique et de la TS (Finberg et al. 2008). Les valeurs de ferritine sont le plus souvent 

basses ou normales ; certains cas avec concentration en ferritine augmentée sont 

néanmoins décrits. Les valeurs d’hepcidine sérique sont anormalement élevées pour 

le degré de carence martiale avec blocage de l’absorption de fer alimentaire et du 

relargage de fer macrophagique.  La majorité des patients IRIDA ne répondent pas à 

l’administration de fer oral. L’absence de réponse est définie comme une augmentation 

du taux d’hémoglobine inférieure à 1 g/dL après 4-6 semaines de traitement per os 

(Bhatia et al. 2017). Ils nécessiteront des apports parentéraux en fer pour une 

amélioration lente de leurs paramètres hématologiques. Certains cas rares décrits 

semblent néanmoins répondre à l’administration de fer oral. Le rapport de la saturation 

de la transferrine sur l’hepcidine (%/nmol/L) semble être un marqueur prometteur pour 

le diagnostic des patients IRIDA, même après que ceux-ci aient initié une thérapie de 

supplémentation en fer parentéral (Donker et al. 2016). 

Le syndrome IRIDA est caractérisé par une forte variabilité génotypique et 

phénotypique. Plus d’une soixantaine de mutations sont décrites chez les patients 

(Donker et al. 2016). La plupart d’entre elles sont localisées dans le domaine 

extracellulaire de la protéine avec absence d’autoactivation de la matriptase 2. Dans 

de rares cas, des mutations sont décrites dans la région intracytoplasmique ou 

transmembranaire  (De Falco et al. 2014). Les patients IRIDA sont identifiés durant 

l’enfance, certains peuvent être cependant diagnostiqués à l’âge adulte, soit parce que 

l’anémie est modérée soit parce que la cause de l’anémie a été mal définie. L’âge au 

moment du diagnostic, la sévérité de la pathologie ainsi que la réponse à la 

supplémentation en fer peuvent être très différents pour un même génotype (Donker 

et al. 2016). Cette variabilité du phénotype pourrait être influencée par des facteurs 

génétiques, épigénétiques et environnementaux comme l’inflammation chronique ou 

les pertes sanguines (Nai et al. 2010). Avant d’évoquer un syndrome IRIDA, il est 

nécessaire d’exclure les autres causes d’absence de réponse au traitement oral en fer 

comme l’incompliance, l’infection à Helicobacter pylori, la maladie coeliaque ou la 

gastrite atrophique (Bhatia et al. 2017).  
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 Les anémies combinées 

L’intervention de l’hepcidine dans le développement de l’anémie inflammatoire est 

suggérée, pour la première fois, dans des modèles expérimentaux animaux, où 

l’injection de LPS (Pigeon et al. 2001) ou de turpentine (Nicolas et al. 2002b) 

s’accompagne d’une réduction du taux sérique en fer. Cette baisse de concentration 

en fer sérique est observée dans les heures qui suivent l’injection et, est associée à 

une élévation des taux hépatiques d’ARNm codant pour HAMP. Le rôle de l’hepcidine 

dans l’anémie de l’inflammation est confirmé chez l’humain où l’administration d’IL-6 

s’accompagne d’une augmentation rapide des taux urinaires d’hepcidine avec 

développement d’une baisse de la concentration en fer sérique en parallèle (Nemeth 

et al. 2004b).  

L’anémie liée à des maladies chroniques (ACD : Anemia of Chronic Disease) 

s’observe dans les pathologies inflammatoires chroniques, les maladies autoimmunes 

et phénomènes néoplasiques, elle se rencontre également dans les maladies rénales 

chroniques (CKD : Chronic Kidney Disease), l’insuffisance cardiaque et l’obésité. Au 

niveau mondial, elle représente la seconde cause la plus fréquente d’anémie (Wang 

& Babitt 2016). Sa physiopathologie peut s’expliquer par différents mécanismes.  

Le premier est la perturbation du métabolisme ferrique induite par diverses cytokines 

avec séquestration du fer macrophagique. Ce phénomène, dépendant ou indépendant 

de la production d’hepcidine, joue un rôle essentiel dans le développement de l’anémie 

inflammatoire puisque 90% des besoins en fer journaliers sont assurés par le 

recyclage du fer érythrocytaire par les macrophages. L’IL-6 stimule la transcription de 

l’hepcidine avec réduction de l’expression de la ferroportine au niveau macrophagique 

(Nemeth 2004b). D’autres cytokines comme l’IL-1, l’IL-10 et le Tumor Necrosing Factor 

α (TNF-α) favorisent l’acquisition directe de fer par les macrophages via une 

endocytose médiée par les récepteurs à la transferrine. Elles peuvent également 

stimuler la synthèse de protéines qui vont séquestrer le fer comme la lactoferrine 

(Weiss et al. 2019). Les LPS en se liant aux TLR-4, diminuent la transcription de la 

ferroportine et réduisent l’export de fer macrophagique (Muckenthaler et al. 2017).  

Le deuxième mécanisme est la suppression de l’érythropoïèse par l’inflammation. La 

production d’EPO par les cellules rénales est altérée suite à la génération de radicaux 

libres. L’IL-1 et le TNF-α inhibent la transcription de l’EPO activée par l’hypoxie.  

Consécutivement à la séquestration de fer macrophagique et l’altération de la 
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production ainsi que de l’action de l’EPO, la prolifération des cellules érythroïdes est 

perturbée. 

Le troisième mécanisme est la réduction de la survie des globules rouges. L’interféron 

γ (IFN-γ) produit, inhibe la différenciation des progéniteurs érythroïdes et stimulent 

l’érythrophagocytose par les macrophages spléniques et hépatiques. 

La chute de l’hémoglobine, observée lors de sepsis ou de pathologies accompagnées 

d’un relargage important de cytokines pro-inflammatoires, est observée rapidement 

dans les heures qui suivent le début de l’infection. Cette rapidité d’installation de 

l’anémie peut être reliée au phénomène d’hémodilution (Weiss et al. 2019).  

Un déficit en fer peut aggraver une anémie inflammatoire, on parlera alors d’anémie 

combinée (IDA/ACD). La mise en évidence d’une carence martiale chez un patient 

anémique présentant une maladie chronique est essentielle pour sa prise en charge. 

Une supplémentation en fer pourra être initiée lors de déficit. A l’inverse, 

l’administration de suppléments ferreux chez un individu non carencé pourra 

potentiellement avoir des effets délétères (Theurl et al. 2009, Chua et al. 2013).  

Alors que la mise en évidence d’une carence martiale isolée est aisée et repose sur la 

mesure de la ferritine. L’identification d’un déficit en fer lors d’une maladie chronique 

est plus compliquée. Les marqueurs biochimiques classiques tels que la ferritine et la 

TS présentent une efficience diagnostique limitée dans l’identification des anémies 

combinées (Rimon et al. 2002). La ferritine est une protéine de phase aiguë dont les 

taux s’élèvent en présence d’un syndrome inflammatoire. La TS voit ses valeurs 

diminuées lors d’IDA, d’ACD et d’IDA/ACD (Joosten 2018). La ponction médullaire 

avec coloration au bleu de Prusse, est considérée comme le gold standard pour 

identifier une carence en fer lors d’un syndrome inflammatoire concomittant. En 

l’absence de gold standard non invasif pour la mise en évidence d’une carence 

martiale lors d’ACD, l’identification de l’étiologie d’une anémie repose sur l’utilisation 

d’algorithmes compliqués avec des valeurs seuils pouvant être différentes d’une étude 

à l’autre (Weiss & Goodnough 2005). L’évolution des marqueurs biochimiques lors 

d’IDA, d’ACD et d’anémie combinée est décrite dans le tableau 1. 
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Tableau 1 (Polin et al. 2013) : Evolution de la concentration en fer, transferrine, saturation de la 

transferrine, ferritine, récepteurs solubles ainsi que du rapport entre la concentration en récepteurs 

solubles de la transferrine et le logarithme de la ferritine. 

 

L’hepcidine est un marqueur potentiel pour l’identification d’un déficit en fer en 

présence d’une maladie chronique. Alors que la carence martiale réprime la 

transcription de l’hepcidine (Ganz et al. 2008), la libération de cytokines 

proinflammatoires lors d’ACD entraîne l’effet inverse. L’utilité de l’hepcidine dans cette 

application clinique est rapportée dans diverses populations (Theurl et al. 2009) 

notamment pour les patients avec arthrite rhumatoïde (van Santen et al. 2011) et avec 

pathologie intestinale inflammatoire chronique (Bergamashi et al. 2013).  Certains 

auteurs ont démontré que l’hepcidinémie était capable de différencier l’ACD de 

l’IDA/ACD (Theurl et al. 2009), d’autres qu'elle permettait de discriminer l’IDA de 

l’IDA/ACD (Thomas et al. 2011). La différence entre les résultats obtenus par ces 

études peut être expliquée par la stratification des patients, les algorithmes, les seuils 

décisionnels utilisés ainsi que les méthodes sélectionnées pour la quantification du 

peptide (Kroot et al. 2011). 

 Les hémochromatoses héréditaires 

Les hémochromatoses héréditaires (HH) sont définies comme des surcharges en fer 

d’origine génétique, suite à une incapacité de l’organisme à réguler positivement la 

transcription de l’hepcidine (HH type I, IIa, IIb et III),  suite à une perte de fonction 

d’export de la ferroportine (maladie de la ferroportine) ou suite à une résistance de 

cette dernière à l’action de l’hepcidine (HH associée à la ferroportine). Elles se 

caractérisent par un degré différent d’inactivation de l’hepcidine et de surcharge 

martiale (Brissot et al. 2018). Elles sont transmises selon un mode autosomique 

récessif, excepté la maladie de la ferroportine et l’HH associée à la ferroportine, 

transmises selon un mode autosomique dominant. 

Les HH caractérisées par une altération de la production de l’hepcidine (type I, IIa, IIb 

et III),  ou de sa capacité à réguler la ferroportine (HH associée à la ferroportine) 

s’accompagnent d’une augmentation de l’absorption de fer alimentaire par les 
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entérocytes avec élévation de la TS (Figure 9). Lorsque cette dernière excède 45%, 

du NTBI apparaît au niveau plasmatique (Brissot et al. 2012). Ce dernier est capté 

préférentiellement par les cellules parenchymateuses de l’organisme. Au-delà d’une 

TS de 75%, une forme particulière de fer hautement réactif apparait ; le fer plasmatique 

labile (LPI : Labile Plasma Iron) et peut être à l’origine de dommages cellulaires au 

niveau hépatique, pancréatique et splénique suite à la génération d’espèces ROS 

(Garbowski et al. 2016). Les modifications des paramètres biochimiques tels que la 

TS et la ferritine précédent les atteintes organiques diverses qui pourront se manifester 

sous forme de fatigue chronique, diabète, douleurs articulaires, hypogonadisme, 

troubles hépatiques évoluant de la fibrose vers la cirrhose et finalement, le carcinome 

hépatocellulaire (Brissot et al. 2017).  

La maladie de la ferroportine est liée à une perte de la fonction d’export de la 

ferroportine au niveau des macrophages du système réticuloendothélial avec un 

phénotype plus modéré comparativement aux autres HH. En effet, l’origine de cette 

pathologie est une rétention du fer macrophagique et non plus, une hyperabsorption 

de fer alimentaire (Figure 9). La surcharge en fer atteindra préférentiellement la rate 

ainsi que les cellules de Küpffer, les cellules parenchymateuses hépatiques étant 

épargnées. L’expression phénotypique de la maladie de la ferroportine est 

généralement peu sévère mais peut être modulée par des facteurs environnementaux 

et génétiques. Biochimiquement, cette pathologie est caractérisée par une TS basse 

avec une ferritine élevée (Pietrangelo 2017).  

L’HH de type I représente environ 90% de l’ensemble des hémochromatoses 

héréditaires avec une prévalence élevée dans la population caucasienne d’Europe du 

nord.  Cette pathologie est liée à un défaut d’expression d’HFE (Feder et al. 1996). La 

présence de la mutation C282Y à l’état homozygote explique la majeure partie des cas 

d’HH de type I. Le remplacement d’une cystéine par une tyrosine en position 282 

d’HFE interrompt la formation d’un pont disulfure indispensable pour sa liaison avec la 

β2-microglobuline (Feder et al. 1997). Il s’en suit une accélération de la dégradation 

intracellulaire de la protéine HFE, celle-ci devenant incapable de s’exprimer à la 

surface cellulaire. La régulation positive de la transcription d’hepcidine via la voie de 

signalisation BMP-SMAD est altérée avec développement d’une hypohepcidinémie. 

Six pourcents de la population caucasienne est porteuse de la mutation à l’état 

hétérozygote (European Association for the study of liver 2010). D’autres mutations 

sont décrites pour le gène codant pour la protéine HFE ; la mutation S65C est 
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cliniquement non significative. La mutation H63D est un polymorphisme qui, à l’état 

homozygote ou hétérozygote composite avec C282Y, peut être associée à une 

surcharge en fer en présence de facteurs environnementaux précipitants comme 

l’alcoolisme ou le syndrome métabolique (Porto et al. 2016). Les manifestations 

cliniques liées à l’HH de type I surviennent généralement chez les hommes après 40 

ans et chez la femme ménopausée. La pénétrance de l’HH type 1 est faible et, est 

estimée à 13,5% pour les patients homozygotes C282Y. L’expression phénotypique 

est impactée par la consommation chronique d’alcool, les pertes menstruelles, les 

apports en fer alimentaire et certains polymorphismes génétiques (Brissot et al. 2017).  

Les HH n’affectant pas le gène codant pour la protéine HFE représentent moins de 

10% des hémochromatoses héréditaires, avec une large distribution géographique. 

Ce groupe inclut les hémochromatoses juvéniles se caractérisant par un défaut d’HJV 

(HH type IIa) (Papanikolaou et al. 2004) ou de l’hepcidine (HH type IIb) (Roetto et al. 

2003), l’HH de type III, liée à des mutations du gène codant pour le récepteur de type 

2 à la transferrine (Camaschella et al. 2000) et l’HH associée à la ferroportine suite à 

une mutation gain de fonction de la ferroportine (Montosi et al. 2001). Les 

hémochromatoses juvéniles se caractérisent par des surcharges en fer massives 

induisant des manifestations cliniques sévères avant la troisième décade. 

L’hémochromatose de type III et l’HH associée à FPN sont caractérisées par un 

phénotype plus modéré bien que des cas cliniques de mutations combinées d’HFE et 

de TfR2 aient été décrits avec une expression phénotypique similaire à celle des 

hémochromatoses juvéniles (Pietrangelo et al. 2005).  

Le dosage de l’hepcidine, exprimé sous forme de ratio hepcidine/ferritine, est évoqué 

par certains auteurs dans la sélection des gènes à investiguer lors de suspicion d’HH, 

en combinaison de la présentation clinique et des résultats d’imagerie (Swinkels et al. 

2006). Des taux d’hepcidine bas, inappropriés au regard du degré de surcharge 

martiale, sont décrits chez des patients présentant une HH de type IIa (Papanikolaou 

et al. 2004), une HH de type IIb (Matthes et al. 2004) ou une HH de type III (Nemeth 

et al. 2005). A l’inverse, des taux normaux ou élevés d’hepcidine sont rapportés chez 

les patients atteints de la maladie de la ferroportine et l’HH associée à la ferroportine. 

Néanmoins, l’absence de matériau de référence pour le dosage de l’hepcidine, les 

progrès des techniques d’imagerie telle que la résonance magnétique nucléaire ainsi 

que la nouvelle technique de criblage « large » en biologie moléculaire pour les HH 

type non HFE, limite l’utilité clinique de ce marqueur dans cette indication.  
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Figure 9 (Brissot et al. 2017): Les hémochromatoses de type I, IIa/b, III et associée à la ferroportine 

(type B) s’accompagnent d’une augmentation de l’absorption de fer par voie duodénale avec apparation 

de fer non lié à la transferrine au niveau plasmatique. La maladie de la ferroportine (type A) est 

caractérisée par une perte de la fonction d’export de la ferroportine avec accumulation de fer 

macrophagique.   
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1.5 Autres paramètres biologiques évaluant le statut ferrique 

L’interprétation du statut ferrique combine plusieurs paramètres biologiques. 

1.5.1 Le fer 

La mesure isolée du fer plasmatique, ne présente pas beaucoup d’intérêt dans 

l’évaluation du métabolisme ferrique, compte tenu de sa variation biologique intra-

individuelle importante (26,5%) et de sa variation diurne (Ricós et al. 1999). Sa mesure 

intervient néanmoins dans le calcul de la saturation de la transferrine, cette dernière 

étant complémentaire au dosage de la ferritine dans l’investigation des désordres du 

métabolisme martial. Le dosage du fer plasmatique se réalise par une technique 

colorimétrique faisant intervenir la ferrozine, un chromogène permettant la formation 

d’un complexe coloré suivie à une longueur d’onde définie. Ce test est standardisé par 

rapport à un matériel international de référence NIST (National Institute of Standards 

and Technology) : le SRM 937.  

1.5.2 La transferrine et le coefficient de la saturation de la transferrine 

La transferrine est une glycoprotéine de 80.000 Daltons principalement secrétée par 

les hépatocytes. Cette bêta-globuline homodimérique possède une chaîne 

polypeptidique avec deux sites de liaison réversible pour le fer ferrique. Cette liaison 

permet le transport du fer et sa livraison aux cellules en nécessitant. Elle maintient le 

Fe(III) sous une forme soluble et inerte au niveau des réactions d’oxydo-réduction, 

prévenant ainsi la formation de radicaux libres. La transferrine est une protéine de 

phase aiguë négative. La saturation de la transferrine plasmatique représente le 

pourcentage de sites de liaison présents sur toutes les molécules de transferrine et 

occupés par le fer. Le degré de TS est impacté par la quantité de fer alimentaire 

absorbée, la quantité de fer utilisée par les précurseurs érythroïdes pour la synthèse 

de l’hème et, enfin, la quantité de fer relarguée par les macrophages lors du recyclage 

du fer héminique (Gkouvatsos et al. 2012). La TS représente la quantité de fer 

disponible pour l’érythropoïèse, une valeur inférieure à 16% est généralement utilisée 

pour mettre en évidence une carence martiale (Camaschella 2017). La liaison du fer 

sur la transferrine induit un changement conformationnel de cette dernière et est pH 

dépendante. La transferrine présente un temps de demi-vie de 8 jours, son élimination 

se réalisant au niveau hépatique par dégradation lysosomiale (Pantopoulos et al. 

2012).  



 
 

50 
 

Au laboratoire, il y a plusieurs façons de calculer la TS ; l’une indirecte, estimant la 

capacité totale de fixation du fer par les molécules de transferrine (TIBC : Total Iron 

Binding Capacity) ou la capacité de fixation du fer sur les sites de liaison non occupés 

des molécules de transferrine (UIBC : Unsatured Iron Binding Capacity), et l’autre, 

basée sur la mesure directe de la transferrine. L’évaluation de la TIBC se réalise en 

ajoutant une solution de concentration connue en fer ferreux. Le fer en excès non lié 

est ensuite mesuré. La différence entre le fer total ajouté et le fer en excès fournit une 

estimation de l’UIBC. La somme de l’UIBC et du fer sérique total permet d’obtenir la 

TIBC (Pfeiffer et al. 2017, figure 10). La concentration en transferrine plasmatique est 

quantifiée au laboratoire via une technique immunoturbidimétrique, calibrée par 

rapport à la préparation de référence CRM470. 

 

 

 

Figure 10 (Pfeiffer et al. 2017): Méthodes utilisées pour calculer la saturation de la transferrine. L’une 

est basée sur la capacité de fixation de fer sur les sites de liaison non occupés des molécules de 

transferrine (UIBC). L’autre fait intervenir une mesure directe de la concentration en transferrine. 

La TS est calculée comme étant le rapport du fer total divisé par la capacité totale de 

fixation du fer ou la concentration en transferrine, multiplié par cent. L’efficience 

diagnostique de la TS évaluée par ces 2 méthodes est identique pour la mise en 

évidence d’une carence martiale (Hawkins 2007). La détermination de la TS est 

réalisée dans l’identification de surcharge martiale en association de la ferritine, son 

efficience diagnostique étant faible dans le cas d’une déficience en fer (Guyatt 1992). 

Malgré ses faibles performances, la détermination de la TS continue d’être 
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recommandée en association de la ferritine pour l’identification des patients présentant 

une carence martiale.  

1.5.3 La ferritine 

La ferritine est un hétéropolymère comportant 24 sous-unités qui peuvent être de 2 

types, les sous-unités H (Heavy) de 21.000 Daltons et L (Light) de 19.000 Daltons 

formant une coque protéique. Le fer est stocké au sein de cette cavité sous une forme 

minéralisée (Fe2O3).9H2O. Les sous-unités H et L sont fonctionnellement distinctes, 

les sous-unités H possèdent une activité ferroxydasique (Silva & Faustino 2015). Le 

fer ferreux cytosolique est livré à la ferritine via des protéines chaperones de type 

PCBP et entre dans la cavité centrale de cette dernière via des canaux hydrophiles. 

Les sous-unités H oxydent alors le Fe(II) en Fe(III) permettant sa minéralisation dans 

un noyau ferrique sans génération de radicaux libres (Wang et al. 2010). Les sous-

unités L ne possèdent pas d’activité enzymatique, par contre elles possèdent de 

nombreux groupes carboxyliques qui leur permettent de délimiter la cavité où est 

stocké le fer. La proportion des sous-unités H et L diffèrent selon l’origine tissulaire de 

la ferritine, les isomères de la ferritine riche en sous-unités L sont plutôt retrouvés au 

niveau splénique et hépatique (Torti & Torti 2002). La ferritine est synthétisée sous 

forme d’apoferritine à partir du réticulum endoplasmique.  

Cette protéine de stockage du fer permet de le maintenir sous une forme inerte au 

niveau oxydo-réducteur et est capable d’incorporer jusqu’à 4500 atomes de fer sous 

forme  facilement disponible (Silva & Faustino 2015).  La libération du fer de la ferritine 

s’effectue par un mécanisme d’autophagie appelé ferritinophagie intervenant dans 

l’homéostasie cellulaire du fer (Muckenthaler et al. 2017). La ferritine plasmatique 

serait d’origine macrophagique et, est constituée essentiellement de sous-unités L. 

Cette forme plasmatique est pauvre en fer et se trouve sous forme glycosylée vu sa 

capacité à lier la concanaviline A (Wang et al. 2010).   

Le taux sérique de ferritine est considéré comme le meilleur paramètre biochimique 

pour identifier une carence en fer ; sa concentration est proportionnelle aux réserves 

tissulaires ferriques. Les valeurs seuils retrouvées dans la littérature pour établir un 

déficit en fer chez l’adulte, en l’absence de syndrome inflammatoire, varient de 15 à 

30 µg/L (Daru et al. 2017). A une valeur seuil inférieure à 30 µg/L, elle présente une 

spécificité et sensibilité de 98% et 92%, respectivement pour identifier une carence 

martiale (Mast et al. 1998). Chez l’enfant de moins de 5 ans, une valeur de ferritine 
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inférieure à 12 µg/L est le signe d’un déficit en fer (Daru et al. 2017). Son excellente 

efficience diagnostique est néanmoins altérée lors de phénomènes inflammatoires, la 

ferritine étant une protéine de phase aiguë dont la transcription est induite par des 

cytokines inflammatoires (Weiss et al. 2019). Une valeur seuil inférieure à 30 µg/L chez 

l’enfant et inférieure à 100 µg/L chez l’adulte, lors de syndrome inflammatoire ou de 

maladie chronique est prédictive d’une carence en fer associée (Camaschella 2015, 

Daru et al. 2017). La concentration en ferritine n’est pas impactée par la prise d’un 

repas et ne présente pas de variation circadienne, sa détermination peut donc se 

réaliser non à jeun à n’importe quel moment de la journée (Ridefelt et al. 2010). Sa 

variation biologique intra-individuelle (14,2%) est bien inférieure à celle du fer 

plasmatique (Ricós et al. 1999).  La ferritine est quantifiée au laboratoire par une 

technique immunologique.   

1.5.4 Le récepteur soluble à la transferrine 

Le récepteur de type 1 de la transferrine est une glycoprotéine transmembranaire de 

190.000 Daltons constituée d’un homodimère réuni par deux ponts disulfures. Chaque 

chaîne polypeptidique comporte 760 acides aminés et se constitue d’un domaine N-

terminal cytoplasmique, d’un domaine transmembranaire et d’un domaine C-terminal 

extracellulaire (Harms & Kaiser 2015). Ce récepteur permet la livraison du fer à toutes 

les cellules en requérant, il est présent sur de nombreuses cellules de l’organisme, à 

l’exception des érythrocytes matures et d’autres cellules différenciées. Sa liaison au 

couple transferrine-Fe(III) est impactée par le pourcentage de TS. Le TfR1 est codé 

par un gène situé sur le chromosome 3 et sa transcription est régulée par le système 

IRP/IRE (Muckenthaler et al. 2017). Au cours du cycle endocytaire permettant l’apport 

de fer aux différentes cellules de l’organisme, une forme du TfR1, dépourvue de la 

partie cytoplasmique et transmembranaire, est relarguée au niveau plasmatique au 

moment de la réexpression du récepteur à la surface cellulaire ; il s’agit du récepteur 

soluble à la transferrine (sTfR), un monomère de 85.000 Daltons (Figure 11). La 

quantification de la concentration en sTfR est réalisée via des techniques 

immunologiques telles que des tests ELISA (Virtanen et al. 1998), des essais 

immunoturbidimétriques ou immunonéphélométriques (Cotton et al. 2000). Ce 

paramètre biochimique présente une bonne stabilité à température ambiante et après 

plusieurs cycles de congélation-décongélation (Pfeiffer et al. 2007).  

Le récepteur de type 2 à la transferrine partage 45% d’identité en terme de séquence 

d’acides aminés avec le TfR1 (Pantopoulos et al. 2012) mais sa répartition cellulaire 
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est différente avec une localisation centralisée sur les hépatocytes et les 

érythroblastes (Harms & Kaiser 2015). Son affinité pour le couple transferrine-Fe(III) 

est nettement moindre comparativement au TfR1. Son rôle principal est de réguler la 

transcription de l’hepcidine et de moduler la voie de signalisation des récepteurs à 

l’EPO pour ajuster la production des globules rouges selon la disponibilité du fer 

circulant (Muckenthaler et al. 2017).   

 

Figure 11 (Harms & Kaiser 2015): Le récepteur de type 1 à la transferrine est un homodimère 

comportant une région N-terminale cytoplasmique, un domaine transmembranaire et une région C-

terminale extracellulaire qui donnera naissance à la forme soluble du récepteur à la transferrine au 

cours du cycle de livraison endocytaire du fer. 

La concentration sérique en sTfR s’élève lorsque la demande cellulaire en fer 

augmente. Le taux de sTfR est également un reflet de l’activité érythropoïétique 

puisque dépendant du nombre de cellules exprimant le TfR1 à leur surface (Beguin 

2003).  Contrairement à la ferritine, les taux sériques de sTfR ne sont pas affectés par 

un processus inflammatoire. Ce paramètre biochimique est, par conséquent, 

intéressant à évaluer dans la différenciation des anémies inflammatoires avec ou sans 

carence martiale (Suominen et al. 1997). L’efficience diagnostique des sTfR dans cette 

indication peut différer fortement selon les études, compte tenu de la variabilité des 

critères utilisés pour stratifier les populations et également, de l’absence de 

standardisation des différents tests commerciaux. Concernant ce dernier point, 

l’organisation mondiale de la santé a développé une préparation lyophilisée d’une 

forme recombinante du récepteur soluble à la transferrine en tant que standard 
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international qui devrait permettre de réduire la disparité des résultats fournis par les 

différentes techniques. Une élévation des concentrations sériques en sTfR peut 

s’observer lors d’anémies hémolytiques, lors de déficit en vitamine B12 ou en acide 

folique, lors de syndromes myéloprolifératifs. A l’inverse, une réduction du taux de 

sTfR peut être objectivée lors d’hypoplasie érythroïde (Braga et al. 2014).  

1.5.5 La ponction médullaire et coloration au bleu de Prusse 

La réalisation d’une ponction médullaire avec l’analyse du frottis par coloration au bleu 

de Prusse (coloration de Perls) et la mise en évidence d’absence de fer colorable au 

niveau des érythroblastes est considérée comme le gold standard pour évaluer une 

carence martiale chez un individu. Cette analyse présente l’inconvénient d’être une 

procédure invasive dont les résultats sont examinateur dépendant avec des limitations 

techniques. En effet, une absence de fer médullaire colorable par le bleu de Prusse 

peut être observée chez certains patients ne présentant pas de carence martiale 

(Barron et al. 2001). De plus, la définition du déficit médullaire en fer sur base de 

l’analyse de frottis de moëlle peut être fortement variable d’une étude à l’autre (Braga 

et al. 2014). Cette analyse est très rarement utilisée en pratique pour l’évaluation du 

statut en fer (Camaschella 2017).  
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1.6 L’anémie du sujet âgé 

1.6.1 Définition et prévalence 

Selon les critères de l’organisation mondiale de la santé, l’anémie se définit comme 

étant une concentration en hémoglobine inférieure à 12 g/dL et 13 g/dL pour les 

femmes et les hommes de plus de 18 ans, respectivement (Nutritional anaemias, 

1968). La prévalence de l’anémie augmente au cours du vieillissement; une étude 

réalisée sur une population américaine vieillissante, non institutionnalisée et non 

hospitalisée, entre 1988 et 1994, a estimé que plus de 20% des individus d’un âge 

supérieur à 85 ans sont anémiques (Guralnik et al. 2004). Les chiffres retrouvés dans 

la littérature diffèrent d’une étude à l’autre selon les critères utilisés pour définir 

l’anémie et le type de population investiguée (hospitalisée, institutionnalisée ou 

ambulatoire) avec une prévalence pouvant atteindre 40 à 50% chez les patients 

institutionnalisés et hospitalisés (Stauder et al. 2018).  

1.6.2 Types d’anémie chez le sujet âgé  

L’anamnèse (hématémèse, méléna, chirurgie bariatrique, médications,…) et l’examen 

clinique sont primordiaux pour l’orientation étiologique de l’anémie du sujet âgé 

(Joosten 2018).  

Dans un tiers des cas, l’anémie observée chez le sujet âgé peut être reliée à une 

carence en fer,  une carence en vitamine B12 ou en acide folique. La carence en fer 

absolue  est le déficit le plus fréquent et est liée à une diminution des stocks ferriques. 

Elle s’accompagne, à un stade initial, d’une diminution de la TS sans anémie et à un 

stade plus avancé, d’une baisse de concentration en hémoglobine. L’IDA du sujet âgé 

est, le plus souvent, liée à une maladie chronique du tractus digestif supérieur (dans 

60% des cas) ou inférieur (dans 30% des cas) (Andrès et al. 2013). L’œsophagite, la 

gastrite, les ulcères, le cancer du côlon, les polypes pré-malins peuvent conduire à 

des pertes sanguines ou une malabsorption du fer. La médication à risque comme la 

prise d’anti-inflammatoires non stéroïdiens ou d’anticoagulants et la prévalence des 

lésions angiodysplasiques et néoplasiques qui augmentent en cours de vieillissement, 

accentuent le risque de saignements et, par conséquent de perte en fer (Busti et al. 

2014). L’IDA du sujet âgé peut s’accompagner de signes et symptômes aspécifiques 

incluant une pâleur, une fatigue, une dyspnée ; elle est rarement liée à des apports 

ferriques insuffisants (Andrès et al. 2013). La valeur seuil de la ferritine pour identifier 

une carence martiale reste controversée pour les sujets âgés. La limite inférieure à 30 
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µg/L (Mast et al. 1998) utilisée dans la population adulte, présente une faible sensibilité 

diagnostique lorsqu’elle est appliquée dans une population âgée (Busti et al. 2014). 

En effet, la concentration en ferritine s’élève avec l’âge et les phénomènes 

inflammatoires rencontrés fréquemment dans ce type de population. Une 

concentration inférieure à 50 µg/L pour la ferritine semble plus appropriée pour cette 

population (Joosten 2018). Lors d’une carence en fer chez le sujet âgé, il est important 

d’identifier la source et de supplémenter en fer.  

La baisse de concentration en hémoglobine suite à une carence en folates est quant 

à elle, généralement liée à des apports insuffisants lors de malnutrition. En effet, les 

réserves de l’organisme en folates sont très limitées. Ce déficit peut être néanmoins 

précipité lors d’éthylisme chronique, lors de la prise d’anticonvulsivant ou de 

méthotrexate.  

La carence en vitamine B12 à l’origine du développement d’une anémie chez le sujet 

âgé, est causée, le plus souvent par une malabsorption suite à une gastrite atrophique, 

une infection par Helicobacter pylori ou à d’autres phénomènes entraînant une 

hypochloridrie, elle est beaucoup plus rarement engendrée par une anémie 

pernicieuse (Stauder et al. 2018).  

Dans le second tiers des cas, l’anémie du sujet âgé peut être reliée à une maladie 

chronique suite à une pathologie inflammatoire chronique, un phénomène néoplasique 

ou autoimmun. Cette anémie légère à modérée, est généralement normochrome et 

normocytaire avec un index réticulocytaire faible (Theurl et al. 2009). L’anémie 

observée lors d’une réduction du taux de filtration glomérulaire suite à une maladie 

rénale chronique fait partie du spectre des ACD, elle peut être observée lors d’un taux 

de filtration glomérulaire, calculé selon la formule CKD-EPI (Levey et al. 2009), 

inférieur à 30 mL/min/1,73m² (Price et al. 2011). 

Dans le dernier tiers des cas, aucune cause spécifique ne peut être mise en évidence, 

on parle alors d’anémie d’origine inconnue (UA : Unexplained Anemia). Ce dernier 

type d’anémie pourrait être, néanmoins, expliqué par un état proinflammatoire 

chronique et/ou la résistance progressive des progéniteurs érythroïdes à 

l’érythropoïétine (Vanasse & Berliner 2010). Les syndromes myélodysplasiques 

peuvent se retrouver dans cette catégorie. Ce désordre clonal acquis des cellules 

souches hématopoïétiques affecte diverses lignées cellulaires. Il se caractérise par 

une anémie macrocytaire le plus souvent avec d’autres anomalies hématologiques 
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(neutropénie, thrombocytopénie, macrocytose sans déficience, monocytose ou 

basophilie). 

Il n’existe pas de corrélation entre la sévérité de l’anémie et l’origine de cette dernière 

(Andrès et al. 2013). Des causes multi-factorielles peuvent être identifiées pour environ 

la moitié des patients âgés anémiques (Petrosyan et al. 2012).   
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2 Objectifs du projet  

2.1 Développement d’une technique de dosage de l’hepcidine sérique et urinaire : 

aspects pré-analytiques et analytiques  

Dans un premier temps, la mise au point analytique du dosage de l’hepcidine sur 

sérum et urine par spectrométrie de masse a été réalisée. Les critères de fiabilité 

analytique (précision intermédiaire, exactitude, linéarité,…) ont été déterminés via les 

profils d’exactitude (Hubert et al. 2004, Hubert et al. 2007, Hubert et al. 2007b, Hubert 

et al. 2008). Les intervalles de référence pour l’hepcidine sérique et urinaire ont été 

définis sur base des résultats obtenus dans une population d’individus sains provenant 

de la médecine du travail de l’hôpital Erasme. Les heures de prélèvements ont été 

standardisées entre 8h et 11h du matin. Le coefficient d’excrétion rénale de l’hepcidine 

a été également déterminé en collectant des paires urine-sérum chez ces mêmes 

volontaires. Finalement, les aspects pré-analytiques pouvant impacter la concentration 

en hepcidine, ont été investigués (type de prélèvement, présence d’un gel séparateur, 

nature du vial utilisé pour la réalisation de l’aliquot secondaire, durée et température 

de stockage). 

Cette première partie du projet a fait l’objet d’une publication dans Clinica Chimica Acta 

(Wolff et al. 2013). 

2.2 Etude des paramètres pré-analytiques et de l’efficience diagnostique de 

l’hepcidine urinaire dans l’identification d’une carence martiale 

Dans un second temps, l’impact de l’ajout d’albumine bovine sérique (ABS) sur les 

concentrations urinaires en hepcidine a été étudié. En effet, l’hepcidine présente une 

structure amphipatique à l’origine de divers problèmes pré-analytiques (Hunter et al. 

2002) ; notamment une propension à s’agréger et à s’adsorber sur divers matériaux et 

ce, d’autant plus, dans les milieux biologiques pauvres en protéines (Kroot et al. 2011). 

La concentration en hepcidine a été mesurée sur du plasma, un échantillon urinaire 

non traité et traité par ABS ainsi que sur une collecte urinaire de 24h traitée par ABS 

chez 35 volontaires. L’hepcidine est un peptide qui présente une variation circadienne 

importante avec les concentrations sériques les plus faibles observées en matinée qui 

augmentent progressivement en cours de journée (Kroot et al. 2009). Aucune étude, 

n’a, à l’heure actuelle, investigué si les concentrations mesurées sur urine de 24 

heures pourraient être un meilleur reflet des réserves ferriques. L’efficience 

diagnostique de la mesure de l’hepcidine sur ces différents prélèvements a été évaluée 
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chez 35 volontaires pour la mise en évidence d’une carence martiale. La stabilité de 

l’hepcidine urinaire en cours de stockage a également été étudiée sur échantillon traité 

ou pas par ABS.  

Les résultats de cette deuxième partie du projet ont été publiés dans The Scandinavian 

Journal of Clinical and Laboratory Investigation (Wolff et al. 2016). 

2.3 Mesure de l’hepcidine basale dans le diagnostic différentiel des anémies du sujet 

âgé et étude de sa corrélation avec l’augmentation relative de la saturation de la 

transferrine après un test d’absorption en fer oral 

Dans ce troisième volet, l’intérêt de la détermination de l’hepcidine sérique basale ou 

de sa cinétique quatre heures après un test d’absorption en fer oral (TAFO), a été 

évalué dans le cadre du diagnostic différentiel des anémies du sujet âgé. Le premier 

objectif a été de déterminer si la mesure de l’hepcidinémie pourrait être un 

biomarqueur intéressant pour identifier une carence martiale chez un patient anémique 

âgé soufrant d’une maladie chronique. Dans ce but, les paramètres hématologiques, 

biochimiques et l’hepcidine ont été mesurés sur un prélèvement réalisé entre 7h30 et 

10h00 chez 332 patients issus de l’hôpital de jour gériatrique de l’hôpital Erasme. 

L’identification du type d’anémie (IDA, ACD, IDA/ACD) a été réalisée sur base de 

critères biochimiques et cliniques définis par l’équipe de Theurl (Theurl et al. 2009), 

Joosten (Joosten et al. 1991), Busti (Busti et al. 2014) et Thomas (Thomas et al. 2011).  

Le second objectif a été d’évaluer si la concentration basale en hepcidine corrèle avec 

l’augmentation relative de la saturation de la transferrine après un TAFO. Dans ce but, 

un tel test a été proposé aux patients ayant une durée de séjour à l’hôpital de jour 

gériatrique supérieure à 4h.  

Cette troisième partie du projet a permis la publication d’un article dans Clinical 

Chemistry and Laboratory Medicine (Wolff et al. 2018). 
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3 Matériel et méthodes 

3.1 Matériel  

3.1.1 Produits et réactifs 

La provenance ainsi que le détail des produits utilisés sont décrits ci-dessous: 

 Biosolve (Valkenswaard, The Netherlands): acétonitrile (ACN), méthanol 

(MeOH), acide formique 99% (AF); tous étant de qualité optimale pour 

l’analyse par spectrométrie de masse.  

 VWR International (Leuven, Belgique): solution d’ammoniaque à 32%. 

 Sigma-Aldrich (Bornem, Belgique): acide trifluoroacétique anhydre (TFA), 

charbon activé et albumine bovine sérique lyophilisée. 

 Station de purification d’eau Millipore (Bruxelles, Belgique): eau Milli-Q.   

 Eurogentec (Seraing, Belgique): hepcidine-25 native 

[DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT-OH] (masse moléculaire: 2790.5) et 

hepcidine-25 marquée aux isotopes, [DTHFPI(13C6 15N1)CI(13C6 

15N1)FCCGCCHRSKCGMCCKT-OH] (masse moléculaire: 2804.5).                                                                                                                                            

 Peptides Institute (Ozaka, Japon): hepcidine-25 native 

[DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT-OH] (masse moléculaire: 2789.4) et 

hepcidine-25 marquée aux isotopes, [DTH(13C9,15N)FPICI(13C9, 

15N)FCC(15N)GCCHRSKCGMCCKT] (masse moléculaire: 2810.2). 

 Pool sérique dépourvu d’hepcidine : 50 mL de pool sérique humain sont 

traités par 6 grammes de charbon actif, sous agitation durant 2 heures. Trois 

ultracentrifugations sont ensuite réalisées à 15000 rpm durant 10 minutes. Le 

pool sérique est aliquoté et stocké à -80°C.                                                                             

 Pool urinaire dépourvu d’hepcidine : 100 mL de pool urinaire humain sont 

agités en présence d’1 gramme de charbon actif durant 2 heures. Après trois 

ultracentrifugations (15000 rpm/10 minutes), le pool d’urine est aliquoté et 

stocké à -80°C.  

3.1.2 Appareillages 

 Terumo (Leuven, Belgique) : tube sec sans gel séparateur (VF-076SP), tube 

sec avec gel séparateur (VF-054SAS), tube avec héparinate de lithium (VF-

053SHL), tube avec éthylène diamine tétraacétate (EDTA) (VF-052SDK).  

 Pots à urine en polypropylène (contenance 100 mL).                                                                          

 Pots à urine opaque pour collecte de 24h (contenance 3300 mL).  
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 Waters (Zellik, Belgique) : Cartouche d’extraction en phase solide HLB 3cc/60 

mg, plaque microélutive Oasis HLB, système de pompe à vide pour 

microplaque, évaporateur azote, colonne X-Terra MS C-18 2.5 µm, 125Å 

(3.1x50 mm).  

 Agilent Technologies (Diegem, Belgique) : Colonne Zorbax SB-C18 Rapid 

Resolution HT 1.8 µm, 80Å (2.1x50 mm), système HPLC 1260 Infinity, 

spectromètre de masse en tandem 6460 triple quadripôle, spectromètre de 

masse en tandem 6490 triple quadripôle, vials en polypropylène certifié 250 

µL, vials transparent certifié en verre 2 mL.                                                                                                                                             

 Tube en verre (5 mL).                                                                                                                                 

 Tube en plastique (5 mL).                                                                                                                          

 Eppendorf en polypropylène (1.2 mL). 

3.2 Méthodes 

3.2.1 Quantification des paramètres biochimiques et hématologiques  

Le fer a été mesuré par une technique colorimétrique utilisant la ferrozine, la créatinine 

a été quantifiée par la technique compensée de Jaffé à l’aide de réactifs Roche 

Diagnostics (Vilvoorde, Belgique)  sur un analyseur de type Hitachi Modular P. Les 

concentrations en récepteurs solubles de la transferrine, en transferrine, en protéine 

C-réactive (CRP) ont été mesurées par immunoturbidimétrie sur le même module P à 

l’aide de réactifs respectivement commercialisés par Roche Diagnostics, Diasource 

(Louvain-la-Neuve, Belgique) et Diasys Diagnostic Systems (Holzheim, Allemagne). 

Les concentrations en ferritine, vitamine B12 et acide folique ont été déterminées par 

un test immunologique de type chemiluminescence (réactifs Roche Diagnostics) sur 

un analyseur de type Modular E170. La concentration en hémoglobine, le volume 

corpusculaire moyen (VCM) et la concentration moyenne en hémoglobine (CMH) ont 

été analysés par un automate Unicel DxH800 de Beckman Coulter (Suarlée, 

Belgique). 

3.2.2 Développement d’une technique de dosage de l’hepcidine sérique et urinaire : 

aspects pré-analytiques et analytiques  

Cette étude a reçu l’approbation du comité d’éthique de l’hôpital Erasme (références 

P2011/028 et P2012/314). La première partie de ce projet a été réalisée avec le 

calibrateur hepcidine-25 et son standard interne marqué (STDI) aux isotopes 

provenant de la firme Eurogentec. 
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 Etablissement des transitions optimales et des paramètres du spectromètre 

pour la quantification par MS/MS 

La détermination des paramètres requis pour la quantification par MS/MS (choix des 

transitions, voltage du fragmenteur, énergie de collision) a été réalisée par infusion 

directe d’une solution d’hepcidine et de son STDI marqué à une concentration finale 

de 15000 nmol/L dans 50/50/0.1 (v/v/v) MeOH/eau/AF. Les phases mobiles utilisées 

après dégazage, étaient composées de 0,1% d’AF dans l’eau (phase A) et de 0,1% 

d’AF dans un mélange 90/10 (v/v) ACN/eau (phase B) et étaient délivrées dans une 

proportion 85%(A)/15%(B) à un débit de 0,4 mL/min. 

 Impact de la nature du vial utilisé pour la réalisation des solutions de travail 

Des solutions aqueuses de travail d’hepcidine ont été préparées dans 20/80/0,1 (v/v/v) 

d’ACN/eau/FA à 50 et à 1000 nmol/L. Ces solutions ont été réalisées dans trois 

eppendorfs en polypropylène, trois tubes en plastique et trois tubes en verre puis 

transférées secondairement, après 1 heure à T° ambiante, dans des vials en 

polypropylène, développés par Agilent Technologies pour limiter l’adsorption des 

peptides. L’hepcidine a été  mesurée par spectrométrie de masse sur chacun des vials. 

 Optimisation de la séparation chromatographique 

Le gradient utilisé pour la séparation chromatographique s’est basé sur celui décrit par 

Houbart et al (Houbart et al. 2011). Les performances résolutives de 2 colonnes ont 

été évaluées au cours du développement de la méthode : la colonne Zorbax SB-C18 

Rapid Resolution HT 1,8 µm (2.1x50 mm) et la colonne X-Terra MS C-18 2,5µm 

(3,1x50 mm). Le carry-over a été évalué en passant un blanc constitué de 

33,8/66,2/0,1 (v/v/v) d’ACN/eau/TFA à la suite d’un standard de calibration sérique à 

100 nmol/L, 4 fois consécutives. Le pourcentage de carry-over est exprimé comme 

suit : [(Intensité de la transition sélectionnée pour l’hepcidine en mode MRM (multiple 

reaction mode) mesurée dans le blanc / Intensité de la transition sélectionnée pour 

l’hepcidine en mode MRM dans le standard de calibration sérique à 100 nmol/L) X 

100]. 

 Procédures d’extraction des échantillons 

Les solutions stocks pour l’hepcidine et son STDI ont été réalisées dans 20/80/0,1 

(v/v/v) d’ACN/eau/FA à une concentration respective de 35000 et 14500 nmol/L, et 

stockées dans des eppendorfs placées à -80°C. Les solutions de travail utilisées pour 

la constitution des standards de calibration (SC) et de validation (SV) sont réalisées 
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extemporanément dans des eppendorfs avec 20/80/0,1 (v/v/v) d’ACN/eau/FA pour 

obtenir une concentration finale à 50 nmol/L et 1000 nmol/L pour l’hepcidine et, à 

362,5 nmol/L pour le STDI. Concernant l’extraction des échantillons, plusieurs 

techniques ont été évaluées (précipitation protéique par ACN, traitement par billes 

magnétiques échangeuses cationiques faibles, macro-colonnes échangeuses 

ioniques). En utilisant le protocole d’extraction fourni par la firme commercialisant les 

macro-colonnes, sans optimisation préalable, les meilleurs rendements d’extraction 

ont été obtenus sur les colonnes HLB. L’extraction des séra et urines s’est donc 

réalisée sur colonne HLB en se basant  sur une technique modifiée en phase solide, 

initialement décrite par Li et al (Li et al. 2009). Trente µL d’une solution de travail de 

STDI, 100 µL d’une solution d’AF à 0,1% et 500 µL d’eau ont été ajoutés à 200 µL de 

sérum, standard de calibration ou de validation. Pour la quantification de l’hepcidine 

urinaire, 60 µL de STDI à 362,5 nmol/L ainsi que 500 µL d’une solution d’AF à 0,1% 

ont été ajoutés à 1000 µL d’urine. Le mélange ainsi obtenu a été vortexé durant 30 

secondes. Les colonnes HLB ont été conditionnées par passage d’1 mL de MeOH 

suivi d’1 mL d’eau. Les matrices sériques et urinaires ont été placées sur les 

cartouches HLB et lavées séquentiellement par 1 mL d’eau, 1 mL de 30/75/5 (v/v/v) 

MeOH/eau/solution d’ammoniaque à 32%. L’élution s’est réalisée par 3 passages 

successifs de 400 µL de MeOH avec 0,1% d’AF. Après évaporation sous flux d’azote, 

le résidu sec a été repris par 100 µL de 33,8/66,2/0,1 (v/v/v) d’ACN/eau/TFA et 

homogénéisé avant d’être centrifugé 5 minutes à 1500 rpm. Le surnageant a été 

collecté dans des vials en polypropylène. Les rendements d’extraction de cette 

procédure ont été évalués sur des matrices sériques et urinaires enrichies à deux 

concentrations différentes (5 nmol/L et 50 nmol/l) et analysées 5 fois chacune. 

 Validation de la méthode 

Les critères de fiabilité analytique ont été évalués à l’aide d’une méthode de validation 

reposant sur les profils d’exactitude (Hubert et al. 2004, Hubert et al. 2007, Hubert et 

al. 2007b, Hubert et al. 2008). Il s’agit d’une méthode prédictive dans laquelle le risque 

que les résultats fournis par la technique soient en dehors des limites d’acceptation 

préalablement fixées, est ajusté à 5%. Pour la validation de l’hepcidine sérique et 

urinaire, une erreur totale de 30% a été choisie selon les exigences règlementaires 

(Viswanathan et al. 2007). Les SCs pour la matrice sérique et urinaire ont été réalisés 

respectivement en enrichissant un pool sérique et urinaire en hepcidine de façon à 

obtenir des concentrations finales comprises entre 0,25-100 nmol/L et entre 0,5-200 
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nmol/L. Ces SCs ont été analysés 3 fois durant 3 jours consécutifs. Les SVs ont été 

préparés indépendamment dans la même gamme de concentrations et quantifiés 4 

fois durant les 3 mêmes jours consécutifs. Une droite de calibration a été réalisée 

chaque jour sur base des résultats des SCs et la concentration en hepcidine, 

extrapolée pour les SVs. Pour chaque niveau de concentration, la justesse 

(représentée par le biais relatif), la précision (représentée par le coefficient de variation 

pour la répétabilité et la précision intermédiaire), l’exactitude (représentée par les 

limites inférieure et supérieure de l’intervalle de tolérance β) ont été déterminées. La 

linéarité et la limite de quantification pour les deux matrices ont été également 

évaluées. Cette dernière a été calculée sur base des profils d’exactitude obtenus et 

correspond à la valeur de x extrapolée, sur base de l’intersection entre la limite 

supérieure ou inférieure de l’intervalle de tolérance et l’erreur totale fixée à 30%. 

 Population étudiée et échantillonnage 

Cinq millilitres de sang ont été collectés dans des tubes secs sans gel séparateur chez 

des travailleurs sains de l’hôpital Erasme depuis janvier 2011 jusque mars 2012. Les 

informations suivantes ont été obtenues pour chaque volontaire: âge, sexe et état de 

santé. Sur les 308 séra récoltés, 108 ont été réalisés entre 8h00 et 11h00 et ont été 

utilisés pour établir les valeurs de référence. Quarante-huit paires sérum-urine ont 

également été collectées chez ces mêmes volontaires entre 7h30 et 15h35 et stockées 

dans des tubes en polypropylène. Les tubes ont été centrifugés à  4000 rpm durant 10 

minutes. Le sérum ainsi que l’urine ont été placés dans des tubes eppendorfs stockés 

à -80°C jusqu’à réalisation des analyses. Les paramètres du métabolisme ferrique (TS 

et ferritine), la créatinine, l’hémoglobine (Hb) et la CRP ont été quantifiés pour les 108 

séra de volontaires sains et les séra des 48 paires sérum-urine. Le taux de filtration 

glomérulaire a été calculé sur base de l’équation CKD-EPI faisant intervenir la 

concentration en créatinine, l’âge et le sexe (Levey et al. 2009). Afin de déterminer 

l’intervalle de référence de l’hepcidinémie, les résultats de volontaires présentant une 

carence martiale absolue (taux de ferritine <30 µg/L (Mast el al. 1998)), un syndrome 

inflammatoire (CRP ≥ 20 mg/L) ou une diminution du taux de filtration glomérulaire 

(GFR : glomerular filtration rate ≤ 60 mL/min/1.73m²) ont été exclus. La concentration 

en hepcidine urinaire a été rapportée à la créatinine urinaire et le coefficient d’excrétion 

rénal a été calculé comme suit : (([hepcidine urinaire] X [créatinine sérique]) / 

([hepcidine sérique] X [créatinine urinaire])) X 100. 
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 Evaluation des variations de concentrations en hepcidine dans diverses 

conditions pathologiques 

La concentration en hepcidine a été évaluée chez 18 volontaires et 11 patients 

présentant une carence martiale absolue (âge médian : 39 ans, intervalle : 23-59 ans, 

28 femmes, 1 homme). Les valeurs ainsi obtenues ont été comparées à celles 

déterminées dans la population de référence. 

 Variables pré-analytiques évaluées  

3.2.2.8.1 Impact du tube primaire  

L’hepcidine a été quantifiée chez 15 volontaires pour lesquels du sang total a été 

prélevé dans 3 tubes différents : un tube sec sans gel séparateur, un tube comportant 

de l’héparinate de lithium et un tube contenant de l’EDTA. L’impact de la présence ou 

de l’absence de gel séparateur dans les tubes secs sur les valeurs d’hepcidinémie a 

été évalué chez 10 volontaires. Pour tous ces prélèvements, une centrifugation a été 

réalisée durant 10 minutes à 4000 rpm. Le sérum ou plasma obtenu, a été stocké dans 

des eppendorfs à -80°C.     

3.2.2.8.2 Impact du tube de stockage secondaire 

Sept sera et cinq urines émises dans des flacons en polypropylène ont été aliquotés 

dans des tubes en plastique et en verre avant d’être stockés à -80°C. 

3.2.2.8.3 Impact de la température, de la durée de stockage du tube primaire et de 

l’aliquot secondaire 

Un tube sec avec gel séparateur a été prélevé chez 10 volontaires. Ces prélèvements 

ont été centrifugés durant 10 minutes à 4000 rpm. Deux aliquots ont été réalisés dans 

un tube en plastique, l’un a été directement placé à -80°C (prélèvement basal), l’autre 

a été conservé 24 heures à T° ambiante avant d’être congelé à -80°C. Après 

réalisation de ces aliquots secondaires, le tube primaire a directement été placé à 4°C 

avec réalisation d’un nouvel aliquot conservé à - 80°C après 3 jours et après 6 jours 

de conservation.   

 Tests statistiques utilisés  

Les résultats ont été analysés statistiquement à l’aide du programme GraphPad Prism, 

version 4.0 (La Jolla, USA) ainsi que le programme Statistix version 9.0 (Tallahassee, 

USA). Le test de normalité Shapiro-Wilk a été utilisé pour l’analyse de la distribution 

des variables continues. Les valeurs obtenues ont été rapportées sous forme 
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de médiane, de percentiles 2,5 (P2,5) et 97,5 (P97,5). Les différences de résultats 

entre les groupes ont été investiguées à l’aide d’un test de Student pour données non 

pairées (variables continues gaussiennes) et  d’un test de Mann-Whitney (variables 

continues non pairées non gaussiennes). Les analyses de régression linéaire 

univariable et multivariable ont été utilisées pour évaluer l’association entre la 

concentration en hepcidine et les paramètres hématologiques ainsi que biochimiques. 

Pour l’analyse multivariable, les coefficients β ont été rapportés sous forme de 

moyenne et d’intervalle de confiance à 95% (IC95%). Les coefficients de Pearson et 

Spearman, rho, ont été calculés respectivement pour évaluer les corrélations entre les 

données continues gaussiennes ou non-gaussiennes. Un test d’analyse de variance 

pour mesures répétées, distribuées de manière gaussienne, avec un post test de 

Tukey ainsi qu’un test de Friedman avec un post test de Dunns (mesures répétées, 

non-gaussiennes) ont été utilisés pour déterminer l’effet de la nature du vial pour la 

réalisation des solutions aqueuses de travail ainsi que l’impact des conditions pré-

analytiques (type de tube primaire, effet de la température, effet de la durée de 

stockage du tube primaire et de l’aliquot secondaire) sur les concentrations en 

hepcidine mesurées. Une valeur de p inférieure à 0,05 est considérée comme 

statistiquement significative.  
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3.2.3 Etude des facteurs pré-analytiques et évaluation de l’efficience diagnostique 

de l’hepcidine urinaire dans l’identification d’une carence martiale 

Cette étude a reçu l’approbation du comité d’éthique de l’hôpital Erasme (référence 

P2014/398). La deuxième partie de ce projet a été réalisée avec le calibrateur 

hepcidine-25 et son standard interne marqué aux isotopes provenant de la firme 

Eurogentec. 

 Procédure d’extraction des échantillons et quantification de l’hepcidine-25 

par spectrométrie de masse 

La quantification de l’hepcidine plasmatique et urinaire a été réalisée par une 

technique légèrement modifiée par rapport à celle initialement décrite (Wolff et al. 

2013). Les modifications introduites concernent la procédure d’extraction des 

échantillons ainsi que le spectromètre de masse utilisé pour la quantification. 

L’extraction a été effectuée sur une microplaque Oasis HLB de 96 puits avec une 

pompe à vide. Trente µL d’une solution de STDI à 362,5 nmol/L, 100 µL d’une solution 

d’AF à 0,1% et 200 µL d’eau ont été ajoutés à 300 µL de plasma, urine, calibrateur ou 

contrôle. Le mélange ainsi obtenu a été vortexé durant 30 secondes. Les micro-

colonnes HLB ont été conditionnées par passage de 400 µL de MeOH suivi de 400 µL 

d’eau. Le mélange a été  placé sur les micro-colonnes qui ont été lavées 

séquentiellement par 200 µL d’eau MilliQ, 200 µL de 30/75/5 (v/v/v) 

MeOH/eau/solution d’ammoniaque à 32%. L’élution s’est réalisée par 2 passages 

successifs de 200 µL de méthanol avec 0,1% d’AF. Après évaporation sous flux 

d’azote, le résidu sec a été repris par 100 µL de 33,8/66,2/0,1 (v/v/v) d’ACN/eau/TFA 

et homogénéisé avant d’être centrifugé 5 minutes à 1500 rpm. Le surnageant a été 

collecté dans des vials en polypropylène. Le volume injecté est de 25 µL. Le 

spectromètre de masse utilisé est un triple quadripôle de type 6490. Suite à ce 

changement d’appareillage et de procédure d’extraction, la méthode a été à nouveau 

évaluée pour ses critères de fiabilité analytique par l’utilisation des profils d’exactitude 

à 4 niveaux de concentration différente (0,25, 0,5, 2 et 10 nmol/L). La justesse, 

exprimée par le biais relatif, et la précision intermédiaire sont respectivement : -3,1% 

et 5,7% à 0,5 nmol/L, -1,5% et 5,8% à 2 nmol/L, 0,1% et 7,2% à 10 nmol/L avec une 

limite de quantification calculée à 0,28 nmol/L. Le taux de récupération obtenu pour 

cette nouvelle technique d’extraction a été évalué sur des matrices sériques enrichies 

à deux concentrations différentes (2 nmol/L et 25 nmol/L) et analysées en triplicat. Les 

moyennes (déviation standard) des rendements d’extraction obtenus sur microplaque 
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sont respectivement 59,3% (3,5%) et 52,1% (5,4%) pour des pools sériques enrichis 

à 2 et 25 nmol/L.   

 Populations étudiées et échantillonnage 

Trente-cinq volontaires (20 femmes, 15 hommes, âgés de 22 à 63 ans) ont accepté 

de participer à l’étude et ont donné leur consentement écrit. Les renseignements 

cliniques et les informations sur la médication ont été obtenus pour chaque participant. 

Sur les 35 volontaires, deux n’étaient pas considérés comme sains. L’un d’entre eux 

était traité par méthylprednisolone pour une infection de la sphère ORL, l’autre était 

sous quinolones pour une épididymite. La collecte des échantillons sanguins et 

urinaires s’est réalisée entre 8h00 et 14h00, non à jeun. Du sang total a été prélevé 

dans 3 tubes différents : un tube sec pour les paramètres biochimiques (mesurés 

immédiatement), un tube héparinate de lithium pour l’hepcidine (aliquot de plasma 

stocké à -80°C jusqu’à analyse) et un tube EDTA pour l’hémogramme (réalisé 

immédiatement).  Les échantillons urinaires ont été émis dans les 10 minutes suivant 

la ponction veineuse. Environ 25 mL d’urine ont été collectés directement dans trois 

pots à urine en polypropylène. Le premier contenait 0,065 g d’ABS (concentration 

finale en ABS à 2,5 g/L), le deuxième, 0,130 g d’ABS (concentration finale en ABS à 5 

g/L) et le dernier ne contenait pas d’ABS. Après l’émission de ces échantillons 

urinaires, l’heure a été notée et la collecte urinaire initiée durant les 24 heures 

suivantes, dans un récipient de 3300 mL comportant 5 g d’ABS (concentration finale 

de 2,5 g/L en considérant une diurèse moyenne de 2000 mL/24 heures).  Les différents 

prélèvements urinaires ont été aliquotés dans des tubes en polypropylène et stockés 

à -80°C. Le jour de la quantification de l’hepcidine, les prélèvements ont été 

décongelés à température ambiante et centrifugés à 3000 rpm pendant 10 minutes 

avant extraction. Les concentrations en hepcidine urinaire ont été exprimées en 

nmol/mmol de créatinine. L’absence d’hepcidine dans des solutions aqueuses d’ABS 

à 2,5 et 5 g/L a été confirmée par spectrométrie de masse.    

 Etude des paramètres pré-analytiques pour l’hepcidine urinaire 

Neuf échantillons urinaires collectés sans et avec ABS (concentration finale en ABS à 

2,5 g/L)  ainsi que 7 collectes urinaires de 24h ont été placés durant 24 heures à 

température ambiante avant d’être aliquotés et stockés à -80°C. Les concentrations 

en hepcidine mesurées ont été comparées à celles obtenues après aliquotage direct. 
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 Tests statistiques utilisés 

Les différences des concentrations en hepcidine observées entre les échantillons 

urinaires ont été investiguées à l’aide d’un test d’analyse de variance pour mesures 

répétées non paramétriques (test de Friedman) avec un post test de Dunns. Une 

régression de Deming ainsi qu’un test de Bland-Altman ont été utilisés pour évaluer 

les différences de concentrations en hepcidine urinaire observées entre les 

échantillons collectés sans ABS et avec ABS à une concentration finale de 2,5 g/L. Le 

coefficient de Pearson et Spearman, rho, ont été calculés pour évaluer la corrélation  

entre les données continues gaussiennes et non-gaussiennes. L’analyse Receiver 

Operator Curve (ROC) a été utilisée pour évaluer l’efficience diagnostique avec 

laquelle la concentration en hepcidine mesurée sur plasma, échantillon urinaire et 

collecte de 24 heures permet de différencier les volontaires carencés en fer de ceux 

non carencés. Les différences de concentrations en hepcidine urinaire mesurées 

après 24 heures de stockage à température ambiante ont été évaluées par un test de 

Student pour données pairées.  
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3.2.4 Mesure de l’hepcidine basale dans le diagnostic différentiel des anémies du 

sujet âgé et étude de sa corrélation avec l’augmentation relative de la 

saturation de la transferrine après un test d’absorption en fer oral 

Cette étude a reçu l’approbation du comité d’éthique de l’hôpital Erasme (référence 

P2014/079). Un consentement écrit a été obtenu pour les patients participant au test 

d’absorption en fer oral. La troisième partie de ce projet a été réalisée avec le 

calibrateur hepcidine-25 et son standard interne marqué aux isotopes provenant de la 

firme Peptide Institute. 

 Populations étudiées 

3.2.4.1.1 Volontaires sains avec test d’absorption en fer oral 

Dans le cadre du test d’absorption en fer oral, une étude préalable a été réalisée pour 

pouvoir déterminer le temps de prélèvement optimal après administration de fer oral 

chez des volontaires sains. L’évolution de la concentration en hepcidine et de la TS 

ont été évaluées chez 12 volontaires après une nuit de jeûne. La TS, la ferritine, la 

CRP, la créatinine, l’Hb, le VCM, la CMH, l’acide folique et la vitamine B12 ont été 

mesurés immédiatement sur le premier prélèvement sanguin réalisé à jeûn à 8h00. 

Six des 12 volontaires (50%) ont ingéré, directement après cette prise de sang, 160 

mg de fer ferreux sous forme de gluconate (2X80 mg; 2 comprimés de Losferron® 695 

mg, Grünenthal, Sint-Stevens-Woluwe, Belgique). Tous les volontaires sains ont 

ensuite reçu un déjeuner standardisé, fourni par l’hôpital de jour. Ce déjeuner 

comportait 2 tartines de pain blanc (70 g), 5 g de confiture, 5 g de margarine et une 

boisson chaude. La quantité de fer ferreux a été estimée à environ 1,5 mg et, 

considérée comme négligeable par rapport au test d’absorption en fer oral (160 mg). 

Les paramètres du métabolisme ferrique incluant la TS et l’hepcidine ont été évalués 

pour les 12 volontaires sains à 12h (soit 4h après la prise de fer oral) et à 15h30 (soit 

7h30 après la prise de fer oral). Un repas de composition variable, mais avec une 

quantité équivalente en fer (quantité de fer ferreux inférieure à 5 mg), a été fourni par 

l’hôpital de jour vers 12h30 pour chaque volontaire. Le temps de prélèvement optimal 

pour la mesure de la TS et de l’hepicidine après l’administration de fer dans le groupe 

des patients a été déterminé sur base des résultats obtenus chez les volontaires sains. 

3.2.4.1.2 Patients 

Les patients recrutés pour cette troisième partie du projet, proviennaient de l’hôpital 

de jour gériatrique. Septante-cinq pourcents d’entre eux étaient référés pour une mise 
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au point de troubles cognitifs. Les 25% restants étaient adressés à l’hôpital de jour 

pour un bilan préopératoire ou une mise au point de chutes à répétition. Les patients 

sous supplémentation en fer, ayant reçu des agents stimulant l’érythropoïèse le mois 

précédant ou ayant reçu une transfusion dans les 3 mois précédant ont été exclus de 

l’étude.  

3.2.4.1.2.1 Patients avec mesure de l’hepcidine basale 

Des prélèvements sanguins à jeun ont été collectés entre 7h30 et 10h00 pour 332 

patients de mai 2014 à décembre 2016. La saturation de la transferrine, la ferritine, la 

CRP, la créatinine, l’Hb, le VCM, la CMH, l’acide folique et la vitamine B12 ont été 

mesurés immédiatement. Le plasma ou sérum résiduel a été stocké dans des 

eppendorfs stockés à -80°C jusqu’à la mesure de l’hepcidine et de la concentration en 

récepteurs solubles de la transferrine. Le protocole de l’étude est décrit dans la figure 

12. 

3.2.4.1.2.2 Patients avec test d’absorption en fer oral 

Les patients bénéficiant d’un prélèvement sanguin entre 7h30 et 10h00 et ayant une 

durée de séjour supérieure à 4 heures à l’hôpital de jour ont été sollicités pour 

participer au TAFO. Sur les 149 patients répondant à ces critères, 102 ont accepté la 

participation à l’étude et ont ingéré, directement après la prise de sang, 160 mg de fer 

ferreux sous forme de gluconate (2X80 mg; 2 comprimés de Losferron® 695 mg). Les 

patients ont ensuite reçu un déjeuner standardisé, fourni par l’hôpital de jour, dont la 

composition est décrite dans le paragraphe 3.2.4.1.1. Une évaluation nutritionnelle 

(MNA : Mini Nutritional Assessment), fonctionnelle (échelle de Katz) et cognitive 

(MMSE : Mini Mental State Examination) (Heeren et al. 1990) ont été réalisées pour 

chaque participant. La fragilité a été évaluée par le score ISAR (ISAR : Identification 

of Senior at risk) (Dendukuri et al. 2004), la fatigue par le score FACIT et les 

comorbidités à l’aide d’une échelle adéquate (CIRS : Cumulative Index Rating Scale) 

(Miller et al. 1992). La saturation de la transferrine et l’hepcidine ont été quantifiées sur 

la prise de sang réalisée 4 heures (±30 minutes) après l’administration de fer oral. Le 

Delta TS et le Delta hepcidine ont été calculés sur base de la formule suivante : [(valeur 

4h après le TAFO) - (valeur basale) / (valeur basale)] X 100. 
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Figure 12 : Protocole de l’étude réalisée à l’hôpital de jour gériatrique de l’hôpital Erasme entre mai 

2014 et décembre 2016. TS : saturation de la transferrine, CRP : protéine C-réactive, VCM : volume 

corpusculaire moyen, CMH : concentration moyenne en hémoglobine, TAFO : test d’absorption en fer 

oral. 

 Classification des anémies 

L’anémie a été définie selon les critères de l’organisation mondiale de la santé comme 

étant une concentration en Hb inférieure à 12 g/dL pour les femmes et inférieure à 13 

g/dL pour les hommes (Nutritional anaemias, 1968). Les anémies (IDA, IDA/ACD, 

ACD) ont été différenciées sur base de critères cliniques et biochimiques (Tableau 2) 

définis par Theurl et al (Theurl et al. 2009), sur base de la concentration en ferritine en 

l’absence (Joosten et al. 1991) ou en présence d’un syndrome inflammatoire (Busti et 

al. 2014) et sur base du rapport entre la concentration en récepteur soluble de la 

transferrine et le logarithme du taux de ferritine  (index sTfR/log ferritine) (Thomas et 

al. 2011).  

Les patients avec anémie et présentant des paramètres biochimiques dans les valeurs 

de référence et sans signe clinique ou biochimique d’inflammation (CRP<5 mg/L) ont 

été classés dans le groupe des anémies inexpliquées. Une carence en fer latente (ID) 
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a été définie par un taux de ferritine inférieur à 50 µg/L sans anémie. Un déficit en 

vitamine B12 ou folates a été considéré pour des concentrations respectives 

inférieures à 180 ng/L et 4 µg/L (Joosten 2004). L’anémie liée à une maladie rénale 

chronique a été considérée pour un taux de filtration glomérulaire calculé sur base de 

la formule CKD-EPI (levey et al. 2009) inférieur à 30 mL/min/1,73 m² et a été incluse 

dans le groupe ACD (Price et al. 2011). 

Tableau 2 : Critères cliniques et biochimiques utilisés pour le diagnostic différentiel des anémies 

(anémie liée à une carence martiale : IDA, anémie liée à une maladie chronique : ACD, anémie 

combinée : IDA/ACD).  

 

IDA 

 

IDA/ACD 

 

ACD 

 

Ferritine < 50 µg/L 

Absence de signe biochimique 

(CRP < 5 mg/L) et clinique 

d’inflammation 

 

CRP ≥ 5 mg/L 

Infection chronique, maladie 

autoimmune ou malignité et au 

moins 1 des 2 conditions 

suivantes : 

1) Ferritine <100 µg/L 

2) Ferritine >100 µg/L 

avec index sTfr/log 

ferritine >2 

 

 

Ferritine >100 µg/L 

Index sTfr/log ferritine ≤2 

CRP ≥ 5 mg/L 

Infection chronique, maladie 

autoimmune ou malignité 

 

 Mesure de l’hepcidine 

La quantification de l’hepcidine plasmatique a été réalisée selon la même technique 

que celle décrite dans la deuxième partie du projet, à l’exception du calibrateur et STDI 

qui proviennent de la firme Peptide Institute. La détermination des transitions optimales 

pour le calibrateur et le STDI a été effectuée par infusion directe d’une solution à une 

concentration finale de 15000 nmol/L dans 50/50/0,1 (v/v/v) MeOH/eau/AF. Les 

transitions choisies pour la quantification de l’hepcidine et le STDI sont respectivement 

698,1 354 (b3) et 703,1 354,1 (b3).  

L’hepcidine présente une forme en épingle à cheveux stabilisée par 4 ponts disulfures 

(Hunter et al. 2002) dont la fragmentation peut être inefficace. Les ions produits choisis 

pour la quantification par spectrométrie de masse sont les résidus N-terminaux de 
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l’hepcidine, démontrés comme présentant la fragmentation la plus reproductible en 

cours de transition (Hwang et al. 2011).  

La limite de quantification est de 0,4 nmol/L. La précision intermédiaire a été évaluée 

par analyse de pools patients normaux et élevés durant 10 jours. Le CV total obtenu 

est de 12,9% et 9,6% pour des concentrations moyennes respectives de 4,2 nmol/L et 

14,4 nmol/L. 

 Tests statistiques utilisés 

Les résultats ont été analysés statistiquement à l’aide du programme GraphPad Prism, 

version 5.0 (La Jolla, USA). Les cinétique de la TS et de l’hepcidine observées pour 

les volontaires sains ayant ou n’ayant pas eu le test d’absorption en fer oral, ont été 

analysées par une analyse de variance pour mesures répétées, distribuées de 

manière gaussienne, avec un post test de Tukey. Les différences de taux d’hepcidine 

observées entre les sexes ont été investiguées à l’aide d’un test de Mann-Whitney 

(variables continues non pairées non gaussiennes). Les analyses de régression 

linéaire multivariable ont été utilisées pour évaluer l’association entre la concentration 

basale en hepcidine et les paramètres hématologiques ainsi que biochimiques. Les 

coefficients β sont rapportés sous forme de moyenne et d’IC 95%. Les différences des 

taux d’hepcidine observés entre les groupes ont été analysées  par un test d’analyse 

de variance pour données non paramétriques (Kruskal-Wallis) avec un post test de 

Dunns. Le coefficient de Spearman, rho, a été calculé pour évaluer les corrélations  

entre les données continues non-gaussiennes. L’efficience diagnostique de 

l’hepcidinémie basale pour l’identification d’une carence martiale lors d’anémie a été 

évaluée par analyse ROC. La différence de l’augmentation relative de la TS, 4h après 

la dose de fer oral, entre les patients avec carence en fer et sans, a été déterminée à 

l’aide d’un test de Mann-Whitney.  
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4 Résultats et discussion 

4.1 Développement d’une technique de dosage de l’hepcidine sérique et urinaire : 

aspects pré-analytiques et analytiques  

4.1.1 Etablissement des transitions optimales et des paramètres du spectromètre 

pour la quantification par MS/MS 

La quantification de l’hepcidine par spectrométrie de masse sur le 6460 triple 

quadrupôle a été réalisée avec une source d’ionisation de type electrospray opérant 

en mode positif. La température de la source et le débit gazeux ont été placés à 325°C 

et 10 L/min, respectivement. La pression du nébuliseur était à 40 psi. La température 

du sheath gas et son débit étaient à 350°C et 9 L/min.  En utilisant le mode « full 

scan », l’ion [M+4H]4+ pour un rapport m/z à 698, et l’ion [M+3H]3+, pour un rapport m/z 

à 930,4, constituaient les ions précurseurs de l’hepcidine ayant l’intensité la plus 

élevée (Figure 13A). La transmission maximale des ions précurseurs, triplement et 

quadruplement chargés, a été observée pour un voltage du fragmenteur à 210 V. 

L’infusion de la solution aqueuse de l’hepcidine marquée aux isotopes a fourni des 

résultats similaires avec une prédominance de l’ion [M+4H]4+, avec un rapport m/z à 

701,7, et de l’ion [M+3H]3+, avec un rapport m/z à 935,1 (Figure 13B). Les ions 

[M+3H]3+ pour l’hepcidine et son standard marqué ont été choisis comme « ions 

précurseurs » pour la quantification par spectrométrie de masse. Les énergies de 

collision ont ensuite été optimisées pour l’hepcidine et son standard marqué de 

manière à obtenir des fragments spécifiques. Cette sélection de l’énergie de collision 

optimale pour chaque ion parent a été réalisée en mode « product ion ». La 

fragmentation de l’ion [M+3H]3+ avec un m/z à 930,4 a donné naissance à divers ions 

« produits ». L’ion avec un rapport m/z à 1144,9 (y21[2+], figure 14) était le plus intense 

pour une énergie de collision fixée à 29 eV et, a été sélectionné pour la quantification 

de l’hepcidine (quantifier). Un ion produit moins abondant avec un m/z équivalent à 

353,7 (b3, figure 14) obtenu pour une énergie de collision à 33 eV, a été choisi pour 

augmenter la spécificité de la mesure de l’hepcidine (qualifier). Les transitions 

suivantes ont été utilisées pour la quantification (930,4→1144,9) ainsi que la 

qualification (930,5→353,7) de l’hepcidine et la quantification du STDI 

(935,1→1151,6). 
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Figure 13 : Abondance relative des ions précurseurs obtenus pour l’hepcidine (A) et son STDI (B) en 

mode « full scan ». Les ions [M+4H]4+ et [M+3H]3+ présentaient l’intensité la plus importante. 

4.1.2 Impact de la nature du vial utilisé pour la réalisation des solutions de travail 

L’intensité de la transition sélectionnée pour la quantification de l’hepcidine est 

diminuée lorsque les solutions aqueuses sont conservées dans des tubes en verre ou 

en plastique comparativement aux vials en polypropylène. Cette réduction de 

l’intensité de la transition mesurée est dépendante de la concentration de la solution 

de travail. En effet, des intensités comparables sont obtenues pour les solutions 

aqueuses 20/80/0,1 (v/v/v) d’ACN/eau/FA contenant 1000 nmol/L d’hepcidine que ces 

dernières soient placées dans un vial en polypropylène ou dans un tube en plastique. 

Une décroissance légère mais significative de l’intensité de la transition pour 

l’hepcidine (-4,9% ; ±1,2%) est objectivée pour les tubes en verre (test de Friedman, 

p<0.05).  
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Figure 14 : Fragmentation de l’hepcidine avec les ions produits mesurés (y21[2+] et b3) 

Pour une solution de travail à 50 nmol/L d’hepcidine dans 20/80/0,1 (v/v/v) 

d’ACN/eau/FA, une forte décroissance du signal est mise en évidence pour le tube en 

verre (-88,3% ; ±1,8%) suivi du tube en plastique (-10,1% ; ±5,0%) par rapport aux 

vials en polypropylène (test de Friedman, p<0.05).  

4.1.3 Optimisation de la séparation chromatographique 

La séparation a été réalisée sur une colonne X-Terra, fournissant la meilleure 

résolution chromatographique. Des bouchages fréquents ont été observés avec la 

colonne Zorbax ; ces obturations répétées pouvant être expliquées par la capacité 

d’adsorption importante de l’hepcidine et par la porosité plus faible de la colonne (80Å 

pour la Zorbax versus 125Å pour X-Terra). L’X-Terra est une colonne hybride, 

permettant une séparation adéquate pour les composés basiques. Dans notre 

méthode, la colonne a été thermostatisée à 30°C, de façon à standardiser les 

conditions chromatographiques sans risquer de dégrader le peptide thermolabile.  Les 

phases mobiles utilisées après dégazage, sont composées de 0,1% de FA dans l’eau 

(phase A) et de 0,1% de FA dans un mélange 90/10 (v/v) ACN/eau (phase B) et 

délivrées à un débit de 0,4 mL/min. Le gradient utilisé pour la séparation 

chromatographique a été modifié sur base du gradient initialement décrit par Houbart 

et al (Houbart et al. 2011) et est  mentionné dans le tableau 3.  

Tableau 3: Gradient utilisé pour la quantification de l’hepcidine avec la colonne X-Terra. Ce gradient, 

initialement décrit par Houbart et al (Houbart et al. 2011), a été adapté afin d’obtenir la meilleure 

résolution chromatographique. 

 

Temps 

 

Phase A 

 

Phase B 

0 minute 85 15 

5 minutes 5 95 

10 minutes 5 95 

11 minutes 85 15 

14 minutes 85 15 

 



 
 

78 
 

Le volume d’extrait injecté dans le système HPLC est de 25 µL. L’aiguille de l’injecteur 

a été rincée durant 10 secondes avec une solution 60/40/0,1 (v/v/v) ACN/eau/TFA. 

Dans ces conditions de séparation chromatographique, le pourcentage de carry-over 

mesuré par analyses successives du standard de calibration à 100 nmol/L suivi du 

blanc, est de 0.3% (±0.03%). L’hepcidine et son STDI présentent un temps de rétention 

de 3,51 minutes. Les figures 15B et 15D illustrent respectivement les 

chromatogrammes obtenus en mode MRM pour un standard de calibration urinaire et 

sérique enrichi avec 5 nmol/L d’hepcidine. L’absence d’hepcidine dans le pool urinaire 

(Figure 15A) et le pool sérique (Figure 15C) utilisés pour la constitution des SCs et 

VSs a été vérifiée par spectrométrie de masse.       

4.1.4 Rendement d’extraction 

Les moyennes (déviation standard) des rendements d’extraction obtenus sur colonnes 

HLB sont respectivement 64,7% (4,4%) et 65,9% (2,9%) pour des pools sériques 

enrichis à 5 et 50 nmol/L et 21,3% (2,5%) et 22,6% (2,3%) pour des pools urinaires 

enrichis à 5 et 50 nmol/L.                                                                                                                       

 

Figure 15 : Chromatogrammes obtenus en mode « multiple reaction mode». Les figures 15 A et C 

représentent respectivement le pool urinaire et sérique utilisés pour la constitution des standards de 

calibration et  validation, avec absence de signal au temps de rétention correspondant à l’hepcidine et 

à son STDI. Les figures 15 B et D illustrent respectivement les chromatogrammes d’un pool urinaire et 

sérique enrichi avec 5 nmol/L d’hepcidine. 
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4.1.5 Validation de la méthode  

La méthode développée a permis de quantifier l’hepcidine avec la justesse et précision 

requises dans la gamme de concentrations suivante : entre 0,77 et 200 nmol/L pour la 

matrice urinaire et entre 0,48 et 100 nmol/L pour la matrice sérique. 

Les résultats de la justesse, précision ainsi que de la linéarité sont représentés dans 

le tableau 4. 

Tableau 4: Critères de performance analytique (justesse, précision et linéarité) obtenus sur matrice 

urinaire et sérique pour la mesure de l’hepcidine. Les standards de calibration ont été quantifiés à 7 

concentrations différentes: 0,5, 1, 2, 5, 25, 100 et 200 nmol/L pour l’urine et 0,25, 0,5, 1, 2, 5, 25 et 100 

nmol/L pour le sérum. Les courbes de calibration ont été réalisées sur base d’une régression 

quadratique pondérée 1/x. 
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0,25 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

0,29 

 

15 

 

41,3 

 

41,3 

 

0,5 

 

0,56 

 

12,5 

 

13,1 

 

13,9 

 

0,51 

 

2,6 

 

7,2 

 

11 

 

1 

 

0,95 

 

-5,4 

 

7,6 

 

9,4 

 

0,98 

 

-1,6 

 

9,1 

 

9,5 

 

2 

 

1,83 

 

-8,3 

 

6,9 

 

7,6 

 

2,04 

 

2,1 

 

6,5 

 

7,7 

 

5 

 

4,46 

 

-10,8 

 

4,1 

 

5,3 

 

4,92 

 

-1,6 

 

5,7 

 

6 

 

25 

 

21,01 

 

-4 

 

5,7 

 

5,7 

 

24,4 

 

-2,6 

 

7,4 

 

7,4 

 

100 

 

92,99 

 

-7 

 

7,4 

 

7,4 

 

101,9 

 

1,9 

 

1,7 

 

1,7 

 

200 

 

190,3 

 

-4,9 

 

5 

 

5 

- - - - 

  

Pente 

Intervalle de 

confiance à 95% 

 

Pente 

Intervalle de confiance à 

95% 

  

0,948 

 

(0,935-0,962) 

 

1,018 

 

(1,012-1,025) 
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4.1.6 Etablissement de l’intervalle de référence  

Parmi les 108 volontaires prélevés entre 8h00 et 11h00 pour établir les valeurs de 

référence de l’hepcidinémie, 18 ont été exclus pour une carence en fer absolue. Tous 

les volontaires sains inclus avaient un taux de filtration glomérulaire supérieur à 90 

mL/min/1,73m². Les résultats des paramètres hématologiques et biochimiques de la 

population (n=90, âge médian 48 ans, intervalle : 25-65, 65 femmes, 25 hommes) 

ayant servi à établir les valeurs de référence pour l’hepcidine sont décrits dans le 

tableau 5.  

Tableau 5: Paramètres biologiques (hepcidine-25, ferritine, fer, transferrine, TS : saturation de la 

transferrine, CRP : protéine C-réactive et hémoglobine) obtenus pour les 90 volontaires sains. Les 

valeurs sont représentées sous forme de médiane, percentile 2,5 et 97,5. 

 

Variables 

(Unités) 

 

Hepcidine-25 

(nmol/L) 

 

Ferritine 

(µg/L) 

 

Fer 

(µg/dL) 

 

Transferrine 

(mg/dL) 

 

TS 

(%) 

 

CRP 

(mg/L) 

 

Hémoglobine 

(g/dL) 

 

Médiane 

 

 

6,0 

 

88 

 

85 

 

256 

 

27 

 

1,1 

 

13,9 

 

Percentile 

2.5 

 

1,5 

 

33 

 

47 

 

201 

 

13 

 

0,2 

 

12,1 

 

Percentile 

97.5 

 

15,2 

 

345 

 

194 

 

350 

 

51 

 

15 

 

15,8 

 

L’intervalle de référence à 95% calculé pour l’hepcidine est de 1,5 à 15,2 nmol/L. Une 

différence légère mais statistiquement significative a été observée entre les sexes 

avec des concentrations plus basses pour les femmes (5,5; 1,6-15,6 nmol/L) 

comparativement aux hommes (7,2; 2,1-15,1 nmol/L) (p<0,05, figure 16). En 

considérant une valeur seuil de 50 ans pour établir le statut ménopausal (Itkonen et al. 

2012b, Galesloot et al 2008) aucune différence des taux d’hepcidine n’est objectivée 

entre les femmes d’un âge inférieur ou égal à 50 ans (5,4; 1,8-17,8 nmol/L; n : 46) et 

celles de plus de 50 ans (6,3; 1,5-13 nmol/L ; n : 19). 
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Figure 16 : Différences de concentrations sériques en hepcidine observées entre les volontaires de 

sexe féminin (5,5; 1,6-15,6 nmol/L) et masculin (7,2; 2,1-15,1 nmol/L), n :90. 

4.1.7 Paramètres biochimiques et hématologiques associés à l’hepcidinémie  

Après analyse par régression linéaire univariable, les taux de créatinine, fer, ferritine, 

Hb ainsi que la TS sont associés positivement aux concentrations en hepcidine. Une 

association négative est mise en évidence pour la transferrine. Après analyse 

multivariable, seules les associations positives entre les concentrations en fer sérique 

et l’hepcidinémie [β1=0,025 (IC95% : 0,008 à 0,041; p < 0.05], d’une part et les 

concentrations en ferritine et hepcidine [β2=0,019 (IC95% : 0,012 à 0,026; p< 0,0001], 

d’autre part, ont été maintenues avec des coefficients respectifs de Spearman, rho, de 

0,311 et 0,494 (Figures 17A et 17B). 
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Figures 17A et 17B : Corrélations obtenues entre les taux d’hepcidine et la concentration en fer sérique, 

d’une part (A) et la concentration en ferritine, d’autre part (B). Les coefficients de Spearman rho calculés 

sont respectivement de 0,311 et 0,494 (n :90). 

4.1.8 Calcul du coefficient d’excrétion rénale de l’hepcidine 

Parmi les 48 paires urine-sérum collectées au même moment chez les volontaires 

sains, cinq ont été exclues pour carence martiale absolue. La médiane (P2,5-P97,5) 

obtenue pour l’hepcidine urinaire est de 2,1 (0,4-7,3) nmol/mmol de créatinine. Le 

coefficient d’excrétion rénale calculé pour l’hepcidine se situe entre 0,6 et 14,6% (P2,5-

P97,5) avec une médiane à 2,3%, signifiant que l’hepcidine filtrée au niveau du 

glomérule pourrait être réabsorbée à 85,4-99,4%. Les taux d’hepcidine sérique étaient 
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significativement corrélés aux taux urinaires avec un coefficient de Spearman rho de 

0,414 (p<0,05, figure 18).  

 

Figure 18 : Coefficient de Spearman rho, calculé à 0,414 entre les taux d’hepcidine sérique et urinaire, 

n : 43. 

4.1.9 Quantification de l’hepcidine dans la carence martiale absolue  

Des valeurs d’hepcidinémie significativement plus basses sont observées pour les 29 

individus présentant une carence martiale absolue, qu’elle soit associée ou pas à une 

anémie, par rapport aux 90 volontaires sains (test de Mann-Withney ; p<0,0001, figure 

19).  

Des concentrations inférieures à la limite de quantification (0,48 nmol/L) ont été 

identifiées chez 18 de ces individus, les 11 autres présentant des concentrations en 

hepcidine oscillant entre 0,5 et 2 nmol/L.  

4.1.10 Etude des variables pré-analytiques sur la mesure de l’hepcidine sérique et 

urinaire 

 Impact du tube primaire 

Alors que les taux d’hepcidine sont identiques sur séra et plasmas héparinés (p>0,05, 

n :15), des concentrations en hepcidine significativement plus élevées sont obtenues 

sur plasmas EDTA avec des taux en moyenne augmentés de 10,5% par rapport au 

séra (p<0,05, n :15) et de 8,4% par rapport au plasmas héparinés (test d’analyse de 

variance pour mesures répétées ; p<0,05, n :15). Les concentrations en hepcidine ne 

sont pas significativement différentes sur sérum que ce dernier ait été prélevé avec ou 

sans gel séparateur (test de Student pairé ; p>0,05, n :10).   
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Figure 19 : Les individus avec une carence martiale (ferritine sérique < 30 µg/L) présentaient des 

concentrations en hepcidine sérique (1,3; 0,6-2 nmol/L, n :29) significativement plus basses par rapport 

aux volontaires sains (6; 1,5-15,2 nmol/L, n :90). 

 Impact de l’aliquot secondaire 

Le sérum peut être aliquoté secondairement dans un tube en plastique ou dans un 

tube en verre sans observer de différence significative au niveau des concentrations 

(p>0,05, n :7). Par contre, lorsque l’urine est placée dans un tube en plastique avant 

congélation, une décroissance moyenne de 30,3% (déviation standard : 6,0%) est 

objectivée par rapport aux tubes en verre (p<0,05, n :5).   

 Impact de la température, de la durée de stockage du tube primaire et 

de l’aliquot secondaire 

La concentration en hepcidine sur sérum reste stable sur aliquot secondaire en 

plastique durant 24h à T° ambiante. Les taux d’hepcidine restent inchangés par rapport 

au prélèvement basal lorsque le tube primaire est conservé durant 3 jours ou 6 jours 

à 4°C (test de Friedman, p>0,05). L’impact de la température et de la durée de 

stockage sur les taux sériques d’hepcidine sont décrits dans la figure 20. 

 



 
 

85 
 

 

Figure 20 : Evolution des concentrations sérique en hepcidine selon les conditions pré-analytiques ; T0 : 

prélèvement basal, T1 : aliquot conservé à température ambiante durant 24 heures, T3 : tube primaire 

conservé à 4°C durant 3 jours, T6 : tube primaire conservé à 4°C durant 6 jours. Aucune différence 

significative n’est observée pour la concentration sérique en hepcidine quelles que soient les conditions 

pré-analytiques. 
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4.1.11 Discussion 

Dans la première partie de cette thèse, une méthode de quantification  de l’hepcidine 

a été développée sur sérum et urine par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse. La mise au point de cette technique est compliquée par la 

capacité du peptide à s’agréger et à s’adsorber sur divers matériaux. L’hepcidine est 

également sensible aux phénomènes d’oxydation (Abbas et al. 2018). Ces 

caractéristiques sont à l’origine d’un taux de récupération faible pour les procédures 

d’extraction ainsi qu’un risque élevé de carry-over (Hunter el al. 2002).  

L’ion précurseur fournissant l’intensité la plus élevée a été sélectionné et les conditions 

de fragmentation de ce dernier, ajustées de manière à obtenir le signal le plus intense 

pour l’ion produit. Deux ions produits sont choisis pour la mesure de l’hepcidine ; celui 

présentant l’intensité la plus élevée est sélectionné pour la quantification (m/z : 

1144,9), l’autre, d’intensité moindre, est choisi pour augmenter la spécificité de la 

mesure de l’hepcidine (m/z : 353,7). Les transitions ainsi utilisées pour la quantification 

de l’hepcidine et de son standard marqué sont respectivement 930,4→1144,9 et 

935,1→1151,6. Les ions précurseurs décrits dans les différentes techniques utilisant 

la spectrométrie de masse sont les peptides chargés triplement [M+3H]+ (Kobold et al. 

2008, Bansal et al. 2009, Abbas et al. 2018), quadruplement [M+4H]+ (Houbart et al. 

2011, Hwang et al. 2011, Itkonen et al. 2012) ou quintuplement [M+5H]+ (Vialaret et al. 

2018).  

La nature du récipient utilisé pour la réalisation des solutions de travail impacte 

l’intensité de la transition sélectionnée pour la quantification de l’hepcidine. Une 

réduction significative du signal de l’hepcidine est observée lorsque les solutions 

aqueuses sont réalisées dans un tube en verre suivi du tube en plastique par rapport 

à un vial en poplypropylène. Cette diminution du signal est dépendante de la 

concentration finale en hepcidine avec un impact nettement plus marqué pour les 

solutions diluées. Le polypropylène semble limiter la propension de l’hepcidine à 

s’adsorber. Ce type de vial a été utilisé de manière constante tout au long du 

développement de notre technique pour la réalisation des solutions stocks, des 

solutions de travail et des standards de calibration et de validation. 

Différentes solutions (eau versus 20/80/0,1 (v/v/v) ACN/eau/FA) ont été testées pour 

la reconstitution de l’hepcidine lyophilisée lors de la réalisation des solutions stocks 

(résultats non décrits). Une décroissance moyenne de 50% est objectivée au niveau 
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des concentrations en hepcidine mesurées lorsque l’eau est utilisée comme liquide de 

reconstitution par rapport à la solution 20/80/0,1 (v/v/v) ACN/eau/FA. Des résultats 

similaires ont été décrits par plusieurs équipes. Ces dernières préconisent l’utilisation 

d’une solution aqueuse contenant un pourcentage d’ACN supérieur ou égal à 20% 

pour la reconstitution de l’hepcidine lyophilisée (Bansall et al. 2008, Laarakkers et al. 

2013). Des solutions acides contenant un pourcentage d’au moins 20% de solvant 

organique sont optimales pour l’hepcidine : l’acidité permet d’augmenter la solubilité 

du peptide et son ionisation alors que le solvant organique permet de limiter les 

phénomènes d’adhésion (Abbas et al. 2018). La solution 20/80/0,1 (v/v/v) ACN/eau/FA 

a donc été utilisée pour la réalisation des solutions stocks et des solutions de travail 

aqueuses.  

La composition des phases mobiles ainsi que le choix du gradient utilisés pour la 

séparation chromatographique se sont basés sur les résultats d’Houbart et al. Cet 

auteur a évalué l’impact d’une série de variables (nature du solvant organique, 

proportion initiale d’ACN, gradient et proportion d’acide formique ajouté) sur la qualité 

de la séparation chromatographique. Les conditions optimales pour obtenir l’aire 

maximale, la largeur de pic minimale ainsi que le risque de carry-over le plus faible, 

sont une proportion initiale d’ACN équivalente à 15%, une augmentation du taux 

d’ACN à 90% en 5 minutes ainsi que l’ajout de 0,1% d’AF dans les phases mobiles 

(Houbart et al. 2011). Ces conditions ont donc été sélectionnées pour initier notre 

séparation chromatographique. Une largeur de pic moindre est observée en 

augmentant la proportion d’ACN à 95% en 5 minutes au lieu de 90%. Notre gradient a 

été maintenu 5 minutes supplémentaires de manière à débarrasser la colonne des 

impuretés éventuelles et, a été suivi d’une phase de rééquilibration aux conditions 

initiales, de 3 minutes.  

L’hepcidine présente un point isoélectrique de 8,2. Pour la séparation 

chromatographique, une colonne échangeuse ionique aurait pu être utilisée pour isoler 

un peptide basique comme l’hepcidine. Néanmoins la faible stabilité de ce type de 

colonne risquait l’altérer la robustesse de la méthode de quantification (Abbas et al. 

2018). Notre choix s’est donc porté sur une colonne en phase inverse hybride, adaptée 

pour la séparation des bases faibles et permettant l’obtention d’une bonne résolution 

chromatographique.       
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Pour l’extraction des échantillons, plusieurs techniques ont été évaluées (résultats non 

présentés. La précipitation protéique par ACN suivie de la séparation et de 

l’évaporation du surnageant avec reconstitution du résidu sec avant injection dans le 

système chromatographique a été rapidement abandonné. En effet, des bouchages 

très fréquents de la colonne X-Terra ont été observés. Le protocole d’extraction décrit 

par l’équipe de Bansal et al. utilisant des particules magnétiques échangeuses 

cationiques a également été testé. Cette technique séparative nous a semblé 

laborieuse avec l’utilisation d’un séparateur magnétique unique ralentissant 

considérablement la procédure d’extraction. La séparation du sérum des particules 

magnétiques, préalablement activées, s’est avérée compliquée suite à la localisation 

latérale de l’aimant. Lors de l’aspiration du sérum, de nombreuses particules 

magnétiques étaient entraînées malgré les précautions prises pour limiter les 

turbulences. Lorsque notre choix s’est dirigé vers l’extraction en phase solide, nous 

avons eu l’occasion de tester 3 types de colonnes fournies par la firme Waters ; les 

colonnes MCX (support en mode mixte échange de cations / phase inverse pour 

bases) pour extraction de dérivés basiques avec pKa entre 2 et 10, les colonnes MAX 

(support en mode mixte échange d’anions / phase inverse pour les acides) pour 

extraction d’acides avec pKa compris entre 2 et 8 et finalement, les colonnes HLB. En 

utilisant le protocole d’extraction fourni par la firme, les meilleurs rendements de 

récupération ont été obtenus sur les colonnes HLB. Le protocole d’extraction a ensuite 

été amélioré sur base de la technique décrite par Li (Li et al. 2009). Les seuls 

paramètres modifiés ont été l’utilisation de macro-colonnes, à la place d’une plaque 

micro-élutive, la composition du solvant d’élution (méthanol avec 0,1% d’AF) ainsi que 

la composition du liquide de reprise du résidu sec (33,8/66,2/0,1 (v/v/v) 

d’ACN/eau/TFA). Pour un rendement d’extraction identique, une évaporation plus 

rapide a été atteinte en utilisant du méthanol contenant 0,1% d’AF. L’élution la plus 

efficiente a été obtenue après 3 passages de 400 µL de méthanol contenant 0,1% 

d’AF. La composition du liquide de reprise a été choisie sur base des résultats décrits 

par Houbart et al ayant démontré que l’ajout de TFA à 0,1% ainsi que la proportion 

d’ACN fixée à 33,8% permettaient l’obtention de l’aire de pic la plus intense et du risque 

de carry-over le plus faible (Houbart et al. 2011). Les rendements d’extraction ainsi 

obtenus via cette technique modifiée sont plus élevés que 64,7%, ceux-ci étant 

proches des taux de récupération supérieurs à 60,4% décrits par Li et al (Li et al. 

2009).  
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Après optimisation de l’ensemble de ces paramètres, la validation de notre méthode 

pour une matrice urinaire et sérique s’est effectuée par l’utilisation des profils 

d’exactitude. Les critères de fiabilité analytique obtenus sont dans les limites 

d’acceptation préalablement fixées (±30%). Les limites de quantification déterminées 

sur ces deux matrices (0,77 et 0,48 nmol/L, respectivement) sont comprises dans les 

limites rapportées par différents auteurs pour les techniques de spectrométrie de 

masse ; celles-ci oscillant entre 0,3 et 0,9 nmol/L (Kobold et al. 2008, Bansal et al. 

2009, Hwang et al. 2011, Li et al. 2009, Itkonen et al. 2012b). Houbart et al a développé 

une technique de chromatographie nano-liquide couplée à la spectrométrie 

excessivement sensible pour la mesure de l’hepcidine sérique avec une limite de 

quantification à 0,03 nmol/L (Houbart et al. 2011).  

Le choix d’un pool urinaire et sérique traité par charbon actif comme matrice de 

reconstitution pour les standards de calibration et de validation s’est basé sur la 

technique décrite par Bansal et al (Bansal et al. 2009, Bansal et al. 2010). L’absence 

d’hepcidine dans le pool urinaire et sérique a été vérifiée. D’autres matrices sont 

décrites dans la litérature pour la réalisation des standards de calibration lors du 

dosage de l’hepcidine sérique par spectrométrie de masse : sérum de lapin (Lefebvre 

et al. 2015) ou de chèvre (Vialaret et al. 2018). Certains auteurs critiquent le manque 

de reproductibilité des séra humains commerciaux (Lefebvre et al. 2015). En cours 

d’évolution de notre méthode, plusieurs calibrations ont été réalisées dans des pools 

sériques différents, traités au charbon actif, sans noter de différence notable au niveau 

des signaux mesurés pour l’hepcidine et son standard interne.    

Vu la variation circadienne importante de l’hepcidine (Kroot et al. 2009), les heures de 

prélèvements pour l’établissement des valeurs de référence sur sera ont été 

standardisées entre 8h et 11h. Les volontaires présentant une carence martiale ou un 

syndrome inflammatoire ont été exclus étant donné l’impact de ces stimuli sur la 

transcription de l’hepcidine (Girelli et al. 2016). Les individus ayant une altération de la 

fonction glomérulaire n’ont pas été inclus non plus, compte tenu de la relation inverse 

rapportée entre les valeurs d’hepcidinémie et le taux de filtration glomérulaire (Troutt 

et al. 2013).  

L’intervalle de référence calculé sur notre population locale est situé entre 1,5 et 15,2 

nmol/L. Ces valeurs sont proches de celles rapportées par Itkonen et al, à savoir  de 

0,4 à 9,2 nmol/L pour des femmes âgées entre 18 et 50 ans et de 1,1 à 15,6 nmol/L 
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pour des hommes de plus de 18 ans (Itkonen et al. 2012b). Des valeurs de référence 

statistiquement plus élevées pour l’hepcidinémie ont été décrites par cette même 

équipe pour les femmes de plus de 50 ans (0,7 à 16,8 nmol/L) par rapport aux femmes 

de moins de 50 ans. Dans l’étude d’Itkonen, les prélèvements sanguins ont été réalisés 

avant 10h. Les paramètres du métabolisme ferrique n’ont, par contre, pas été 

mesurés. Il est donc tout à fait possible que certains volontaires présentant une 

carence martiale aient été inclus lors de l’établissement des valeurs de référence. De 

plus, le calibrateur utilisé pour l’analyse par spectrométrie de masse (Peptide Institute) 

était différent du nôtre (Eurogentec). Le choix de la firme produisant le calibrateur est 

connu pour impacter fortement les valeurs d’hepcidinémie (Kroot et al. 2012). Une 

autre étude a évalué les taux d’hepcidine dans une population de taille importante 

incluant 2998 individus sains et a obtenu une médiane à 4,1 nmol/L pour les femmes 

préménopausées et à 7,8 nmol/L pour les hommes (Galestoot et al. 2011) avec, 

également, mise en évidence d’une élévation significative des taux d’hepcidine chez 

la femme après la ménopause. La technique utilisée pour l’établissement des valeurs 

de référence par cette équipe était un test immunologique compétitif, pouvant 

présenter des réactions croisées avec les isoformes tronqués du côté N-terminal de 

l’hepcidine-25 (Kroot et al. 2011).    

Dans cette première partie du projet, nous n’avons pas pu établir si le statut 

ménopausal impactait les concentrations en hepcidine, ne disposant pas de cette 

information sur le formulaire de renseignement clinique. En utilisant une valeur seuil à 

50 ans pour définir le statut ménopausal, aucune différence significative pour 

l’hepcidinémie n’est objectivée entre les femmes d’un âge inférieur ou égal à 50 ans 

et les femmes d’un âge supérieur à 50 ans. Par contre, une différence significative des 

taux d’hepcidinémie selon le sexe est mise en évidence avec des valeurs plus élevées 

pour les individus de sexe masculin, cette donnée étant déjà rapportée par d’autres 

équipes (Swinkels et al. 2008, Galestoot et al. 2011). Cette variation des 

concentrations en hepcidine selon le sexe et le statut ménopausal peut être expliquée 

par les pertes menstruelles observées en période de reproduction. Ces dernières sont 

à l’origine d’une réduction des réserves en fer causant une diminution de la 

transcription du gène codant pour l’hepcidine.  

Des taux significativement plus bas sont obtenus pour les individus présentant une 

carence en fer absolue par rapport aux volontaires sains. Après réalisation de l’analyse 

multivariable, les concentrations en hepcidine sont associées de manière significative 
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aux taux de ferritine et de fer sérique, confirmant la régulation de la transcription de ce 

peptide par les réserves en fer hépatique et les taux de fer circulants (Girelli et al. 

2016).  

La mesure des concentrations en hepcidine urinaire n’est pas recommandée suite à 

l’influence de la filtration glomérulaire, de la réabsorption tubulaire (Kroot et al. 2011) 

et de la production locale d’hepcidine par les cellules tubulaires (Kulaksiz et al. 2005). 

Le comportement rénal de l’hepcidine n’étant pas clairement élucidé, le coefficient 

d’excrétion rénale de l’hepcidine a été évalué en collectant des paires urine-sérum 

chez 43 volontaires sains. La médiane des valeurs d’hepcidinurie obtenue est de 2.1 

nmol/mmol de créatinine. Ces valeurs absolues obtenues pour la mesure de 

l’hepcidine urinaire sont proches de celles décrites par Bansal et al ayant déterminé 

une moyenne de concentrations à 5,8 nmol/mmol de créatinine pour 12 volontaires 

sains prélevés entre 15h00 et 17h00 (Bansal et al. 2009).  Sur base des 43 paires 

urine-sérum collectées, un coefficient d’excrétion rénale oscillant entre 0,6 et 14,6% a 

été obtenu. Ces résultats confortent ceux obtenus par Swinkels et al (Swinkels et al. 

2008), Ganz et al (Ganz et al. 2008) et Peeters et al (Peeters et al. 2013) ayant 

démontré que 95 à 100% de l’hepcidine filtrée au niveau glomérulaire, est réabsorbé 

au niveau tubulaire. Dans les trois dernières études citées, les valeurs ont été 

déterminées sur un nombre plus faible de paires urine-sérum.  

Une corrélation significative est établie entre les taux d’hepcidine sérique et urinaire 

avec une dispersion importante des valeurs. Des résultats similaires ont été décrits 

par Kroot et al attribuant cette dispersion à différentes causes à savoir ; la variation 

pré-analytique importante de l’hepcidine urinaire liée au phénomène d’agrégation et 

d’adhésion dans les milieux pauvres en protéines (Kroot et al. 2009) ainsi qu’à la 

sensibilité plus élevée de l’hepcidine urinaire à l’oxydation (Kroot et al. 2011).    

Les conditions pré-analytiques que nous avons décidées d’investiguer devaient 

refléter ce qui se déroule en routine de laboratoire ; à savoir le type d’échantillons 

requis pour l’analyse (avec possibilité de tubes alternatifs), la stabilité des tubes 

primaires et des aliquots secondaires éventuellement réalisés. Toutes ces 

informations vont impacter le flux des échantillons pour nos centres d’activités internes 

et pour les laboratoires sous-traitants. Concernant les aspects pré-analytiques, une 

légère augmentation des taux d’hepcidine sur plasma EDTA par rapport au sérum ou 

plasma hépariné a été objectivée. Il est possible que des protéases calcium-
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dépendantes soient inhibées par la chélation du calcium, néanmoins cette hypothèse 

n’a pas pu être vérifiée. Cette augmentation des valeurs d’hepcidinémie lors de la 

collecte de sang total sur tube EDTA a déjà été décrite par l’équipe de Laarakkers et 

al. Cet auteur a démontré la prévention de la dégradation de l’hepcidine, en cours de 

stockage à température ambiante, par addition d’un inhibiteur de protéases à des 

plasmas héparinés (Laarakkers et al. 2013). En pratique, nous recommandons 

l’utilisation de sérum ou de plasma hépariné. Bien que les taux d’hepcidine mesurées 

sur plasma EDTA soient significativement plus élevés par rapport aux séra ou plasmas 

héparinés, les biais respectifs observés de 10.5% et de 8.4% restent acceptables 

compte tenu de l’erreur totale admissible pour la mesure de l’hepcidine (Van der Vorm 

et al. 2016). 

Les taux d’hepcidine sériques restent stables sur aliquot réalisé dans un tube en 

plastique. Celui-ci peut rester à température ambiante durant 24 heures sans 

modification significative de l’hepcidinémie. La mesure de l’hepcidine peut se réaliser 

sur tube sec primaire, centrifugé, jusqu’à 6 jours après la prise de sang lorsque le 

prélèvement est conservé à 4°C. Des données de stabilité similaires sont rapportées 

dans la littérature (Itkonen et al. 2012b).  

Les valeurs d’hepcidinurie sont nettement diminuées lorsque l’aliquot urinaire est 

réalisé dans un tube en plastique par rapport à un tube en verre. Cette observation 

pourrait être expliquée par la capacité d’adhésion importante de l’hepcidine sur divers 

matériaux dans un milieu tel que l’urine (Kroot et al. 2010). L’impact de l’aliquot 

secondaire sur les taux d’hepcidine urinaire conforte les données sur la variation pré-

analytique élevée, observée pour la détermination de l’hepcidinurie (Kroot et al. 2009). 

La matrice sérique peut être transférée dans un aliquot secondaire en plastique ou en 

verre sans observer de variation significative au niveau des concentrations mesurées 

en hepcidine. Un ajout de protéines dans les urines émises, sous la forme d’ABS, 

pourrait donc être intéressant pour limiter les phénomènes d’agrégation et d’adhésion 

de ce peptide. Cette hypothèse sera testée dans la seconde partie de ce projet.  
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4.2 Etude des paramètres pré-analytiques et évaluation de l’efficience diagnostique 

de l’hepcidine urinaire dans l’identification d’une carence martiale 

4.2.1 Résultats de la population étudiée 

Parmi les 35 volontaires ayant participé à cette étude, deux ont été exclus suite à une 

collecte urinaire incomplète de 24 heures. Les résultats biochimiques et 

hématologiques obtenus dans cette population de 33 volontaires sont décrits dans la 

Tableau 6. Tous présentent un taux de filtration glomérulaire supérieur à 90 

mL/min/1,73 m². Les valeurs d’hepcidinémie varient  de <0,28 (LoQ) à 13,2 nmol/L. 

Six volontaires ont une carence martiale absolue dont un présente une anémie 

microcytaire hypochrome associée.  

Des résultats biochimiques compatibles avec une surcharge en fer (ferritine : 482 µg/L, 

TS : 87%) ont été mis en évidence chez un volontaire prélevé à 10h et ne présentant 

pas de syndrome inflammatoire. La mesure des taux sanguin et urinaire d’hepcidine 

montrait des concentrations paradoxalement basses (hepcidine plasmatique : 2,9 

nmol/L, hepcidine sur échantillon d’urine stabilisé par 2,5 g/L d’ABS : 0,30 nmol/mmol 

créatinine), ne concordant pas avec les valeurs de ferritine et de TS. La recherche de 

mutations du gène codant pour la protéine HFE a permis de mettre en évidence la 

présence de la mutation C282Y à l’état homozygote, révélant une hémochromatose 

de type I. Une résonance magnétique nucléaire a confirmé la surcharge hépatique en 

fer avec un taux de fer hépatique à 240 µmol/g tissu (valeurs normales< 36 µmol/g). 

4.2.2 Impact de l’ajout d’ABS sur les concentrations urinaires en hepcidine   

Des taux d’hepcidine significativement plus bas ont été observés lorsque les 

échantillons d’urine sont collectés dans un pot en polypropylène ne contenant pas 

d’ABS (p<0,001). Par contre, aucune différence significative n’a pu être observée entre 

les urines collectées sur 2,5 g/L et 5 g/L d’ABS (analyse de variance pour mesures 

répétées non gaussiennes, post-test de Dunns ; p>0,05). 

Les médianes (P2,5-P97,5) des concentrations obtenues sur échantillons urinaires 

dépourvus d’ABS, avec ABS à une concentration finale de 2,5 g/L, 5 g/L et sur collecte 

complète de 24 heures sont respectivement 0,59 (0,03-4,79), 0,68 (0,04-5,62), 0,67 

(0,02-5,04) et 1,42 (0,08-5,04) nmol/mmol (Tableau 6). 
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Tableau 6: Résultats des paramètres biochimiques et hématologiques obtenus pour les 33 volontaires. 

La mesure du pH urinaire a été réalisée pour 23 échantillons. Les valeurs sont exprimées sous forme 

de médiane, P2,5 et P97,5. 

 
 
 

Matrice 

P
la

s
m

a
 

 
Spots urinaires 

C
o

ll
e
c
te

 2
4
h

 

 
Spots 

urinaires 

 
 
 

Sérum 

S
a
n

g
 t

o
ta

l 

S
a
n
s
 A

B
S

 

 

2
,5

 g
/L

 A
B

S
 

5
 g

/L
 A

B
S

 

S
a
n
s
 A

B
S

 

2
,5

 g
/L

 A
B

S
 

Param. 
(Unités) 

H
e
p
c
id

in
e
 

(n
m

o
l/
L
) 

 

 

Hepcidine (nmol/mmol 

creatinine) 

 

 

p
H

 (
n
 =

 2
3
) 

F
e
rr

it
in

e
 

(µ
g
/L

) 

F
e
r 

(µ
g
/d

L
) 

T
S

 (
%

) 

C
R

P
 

(m
g
/L

) 

H
b
 (

g
/d

L
) 

 

Médiane 

 

2,2 

 

0,59 

 

0,68 

 

0,67 

 

1,42 

 

6,2 

 

6,3 

 

88 

 

106 

 

27 

 

1,2 

 

14 

 

P2,5 

 

0,28 

 

0,03 

 

0,04 

 

0,02 

 

0,08 

 

5,4 

 

5,4 

 

16 

 

43 

 

9 

 

0,6 

 

11,9 

 

P97,5 

 

13,2 

 

4,79 

 

5,62 

 

5,04 

 

5,04 

 

8 

 

8 

 

370 

 

188 

 

67 

 

9,8 

 

16 

 

Après avoir exclu un échantillon présentant une valeur extrême d’hepcidinurie, la 

régression de Deming obtenue entre les concentrations en hepcidine mesurées sur 

échantillons urinaires avec 2,5 g/L et sans ABS a fourni une pente de 0,75 (IC95% : 

0,70-0,80) et un intercept avec l’axe y de 0,08 (IC95% : 0,01-0,16, figure 21).  

L’analyse de Bland-Altman a mis en évidence une sous-estimation quasi systématique 

des concentrations en hepcidine (biais moyen : -13,3%, déviation standard : 13,4%) 

lorsque l’urine est prélevée dans un pot ne contenant pas d’ABS par rapport à un 

échantillonnage avec ABS (Figure 22).  
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Figure 21 : Régression de Deming obtenue entre les taux d’hepcidine urinaire déterminés sur pot en 

polypropylène contenant 2,5 g/L d’ABS (x) et sans ABS (y) : y= 0,75 x + 0,08 (n = 32). 

 

 

Figure 22 : Graphique de Bland-Altman représentant la différence en pourcentage entre les taux 

d’hepcidinurie obtenus sur pot sans ABS et avec 2,5 g/L d’ABS par rapport à la moyenne des 

concentrations urinaires. Un biais négatif est obtenu (-13,3%) avec une forte dispersion des résultats 

(déviation standard : 13,4%, n =  33).   
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Etant donné que le pourcentage de différence obtenu varie fortement d’un échantillon 

à l’autre (+5,4% à -50%), le pH a été mesuré pour 23 échantillons urinaires avec 2,5 

g/L d’ABS et sans ABS. Aucune différence n’a été mise en évidence entre ces deux 

types d’échantillonnage (p>0,05). Aucune corrélation n’a été observée entre le 

pourcentage de décroissance des taux d’hepcidine calculé entre les 2 types 

d’échantillons et le pH de l’urine collectée (coefficient de Pearson : 0,0009 ; p>0,05, 

figure 23).  

 

Figure 23 : Différence des concentrations en hepcidine observée entre  l’échantillon urinaire sans ABS 

et l’échantillon comportant 2,5 g/L d’ABS par rapport au pH urinaire de l’échantillon sans ABS. Aucune 

corrélation significative n’a pu être observée avec un coefficient de Pearson de 0.0009 (p>0,05, n = 23). 

4.2.3 Corrélation entre l’hepcidine urinaire et la ferritine 

Les concentrations en hepcidine mesurées sur échantillon d’urine (2,5 g/L ABS) 

corrèlent légèrement mieux avec les taux d’hepcidinémie plasmatique (coefficient de 

Spearman rho : 0,88, IC95% : 0,77-0,94, p<0,0001) par rapport aux taux mesurés sur 

collecte de 24 heures (coefficient de Spearman rho: 0,78, IC95% : 0,61-0,89 ; 

p<0,0001, n = 33). La corrélation entre les réserves en fer représentées par les taux 

de  ferritine et les concentrations en hepcidine obtenus sur les différents échantillons 

a été évaluée sur 32 volontaires après avoir exclu le cas d’hémochromatose de type I. 

L’échantillon pour lequel les taux d’hepcidine sont les mieux corrélés aux valeurs de 



 
 

97 
 

ferritinémie est le plasma (coefficient de Spearman rho: 0,73, IC95% : 0,50-0,86 ; 

p<0,0001) suivi de la collecte de 24 heures (coefficient de Spearman rho: 0,67, 

IC95% : 0,41-0,83 ; p<0,0001) puis de l’échantillon contenant 2,5 g/L d’ABS 

(coefficient de Spearman rho : 0,63, IC95% : 0,35-0,81 ; p<0,05, n :32). 

4.2.4 Evaluation de l’efficience diagnostique des taux d’hepcidine mesurés sur des 

échantillonnages différents pour l’identification de la carence martiale absolue 

Les aires sous la courbe (AUC) (IC95%) calculées par courbe ROC sont 

respectivement 0,94 (0,86-1,02), 0,93 (0,84-1,02) et 0,86 (0,71-1,01) pour la mesure 

de l’hepcidine réalisée sur plasma, collecte urinaire de 24 heures et échantillons 

stabilisés par 2,5 g/L d’ABS (Figure 24). La meilleure efficience diagnostique de 

l’hepcidine plasmatique pour identifier une carence martiale absolue a été obtenue à 

une valeur seuil de 0,9 nmol/L avec une sensibilité de 100% et une spécificité de 

88,5%. 

4.2.5 Aspects pré-analytiques pour la mesure de l’hepcidine urinaire 

La médiane des concentrations en hepcidine mesurée sur échantillon urinaire sans 

ABS, aliquoté immédiatement et stocké à -20°C est de 0,34 nmol/mmol. Cette médiane 

diminue significativement lorsque ces mêmes échantillons sont laissés 24 heures à 

température ambiante avant d’être aliquotés et stockés à -20°C (médiane : 0,27 

nmol/mmol; p<0,05, n = 9) avec une moyenne de décroissance des concentrations en 

hepcidine de 11,2%. A l’inverse, lorsque la récolte d’urine est réalisée dans un pot 

contenant 2,5 g/L d’ABS, les concentrations en hepcidine sont restées stables durant 

24 heures de stockage à température ambiante, que ce soit pour des échantillons 

simples (p>0,05, n = 9) ou des collectes de 24 heures (p>0,05, n = 7). 
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Figure 24 : Courbes ROC pour l’hepcidine déterminée sur plasma, collecte de 24h et échantillon avec 

2,5 g/L d’ABS dans le diagnostic de la carence martiale absolue. A. Hepcidine plasmatique (AUC = 

0,94), B. Hepcidine urinaire sur récolte de 24h (AUC = 0,93), C. Hepcidine urinaire sur spot + ABS (AUC 

= 0,86) 
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4.2.6 Discussion 

L’anémie touche un tiers de la population mondiale, environ la moitié des cas est 

attribuée à un déficit en fer. Dans les pays en voie de développement, la cause la plus 

fréquente d’anémie sur carence martiale est liée à des apports en fer insuffisants ou 

des pertes accrues lors d’infections parasitaires diverses. Alors que la réduction de 

l’absorption duodénale de fer et l’augmentation des pertes liées à des saignements 

digestifs sont le plus souvent associées à l’IDA dans les pays industrialisés 

(Camaschella 2019). Certaines populations sont particulièrement à risque de carence 

martiale comme les femmes en âge de procréer, suite aux pertes menstruelles, et les 

femmes enceintes ou les jeunes enfants, suite à l’augmentation des besoins. Des 

réserves suffisantes en fer sont requises durant l’enfance pour une croissance et un 

développement cognitif optimaux.  

Il existe différentes stratégies pour la supplémentation en fer ; les traitements visant à 

corriger la carence martiale et les thérapies visant à prévenir un déficit dans les 

populations à risque (Lopez et al. 2016).  

L’évaluation du statut ferrique avant l’administration de suppléments serait 

particulièrement utile dans les zones endémiques de malaria où une administration 

non ciblée pourrait favoriser la croissance de pathogènes latents (Ganz et al. 2015). 

La concentration de l’hepcidine sérique permettrait d’identifier une carence martiale et 

de prédire l’efficacité de l’absorption en fer oral dans une population pédiatrique issue 

de Gambie et de Tanzanie, deux régions à haute prévalence de malaria et d’autres 

infections parasitaires (Parischa et al. 2014).   

L’utilité de la détermination de l’hepcidinurie est décrite dans diverses situations 

cliniques. Une faible concentration en hepcidine dans l’urine est associée à un risque 

accru d’apparition d’insuffisance rénale aiguë après chirurgie cardiaque nécessitant 

une circulation extra-corporelle (Prowle et al. 2015). L’hepcidinurie pourrait également 

être utilisée en tant que marqueur non invasif du statut ferrique chez les prématurés. 

En effet, une corrélation négative est mise en évidence entre les taux urinaires 

d’hepcidine et les besoins en fer pour l’érythropoïèse dans cette population particulière 

(Müller et al. 2012). Enfin, des hepcidinuries significativement abaissées sont mises 

en évidence chez les enfants IDA dans une population africaine à prévalence élevée 

d’IDA et d’infections parasitaires. Alors que les taux d’hepcidinurie corrèlent avec les 

concentrations en ferritine, aucune association n’est mise en évidence avec les taux 
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circulants de cytokines ou les infections gastrointestinales parasitaires (Cherian et al. 

2008).  

Le dosage du peptide dans une matrice urinaire est néanmoins fortement controversé 

dans la littérature (Kroot et al. 2011). Les conditions pré-analytiques pour la mesure 

de l’hepcidine urinaire sont, en effet, difficiles à contrôler suite à la capacité du peptide 

à s’agréger et à adhérer à différents matériaux dans les matrices pauvres en protéines 

(Hunter et al. 2002). La variabilité pré-analytique de la mesure de l’hepcidine urinaire 

est élevée, dépassant la variabilité inter-individuelle (Kroot et al. 2009). Les 

concentrations en hepcidine dans l’urine sont également impactées par la fonction 

rénale de l’individu. Ce peptide est librement filtré au niveau du glomérule et est 

réabsorbé au niveau tubulaire par endocytose via un récepteur de type mégaline 

(Peters at al. 2013). Les cellules tubulaires peuvent produire localement de l’hepcidine 

(Kulaksiz et al. 2005). Malgré ces inconvénients, plusieurs études ont établi une 

corrélation significative entre les taux sanguins et urinaires du peptide (Ganz et al. 

2008, Kroot et al. 2009, Müller et al. 2012).  

Dans cette deuxième partie de projet, nous avons souhaité déterminer s’il était 

possible de limiter le risque d’agrégation et d’adhésion de l’hepcidine en ajoutant 

différentes quantités d’ABS sur des échantillons urinaires, le but étant de limiter la 

variabilité pré-analytique de la mesure de l’hepcidinurie. Nous avons également évalué 

l’efficience diagnostique de l’hepcidine pour la mise en évidence d’une carence 

martiale sur divers échantillons : échantillon urinaire avec ou sans ABS, échantillon 

plasmatique et récolte urinaire de 24 heures.  En effet, l’hepcidine présente une 

variation circadienne importante. Les concentrations sériques et urinaires les plus 

basses sont observées en début de matinée et augmentent progressivement l’après-

midi (Troutt et al. 2012, Kroot et al. 2009). Cette rythmicité est variable selon les 

individus et semble être moins prononcée lors d’IDA suite à la réduction de la 

transcription de l’hepcidine lors d’érythropoïèse déficitaire en fer (Ganz et al. 2008). La 

mesure de l’hepcidine sur une collecte de 24 heures permettrait d’intégrer ces 

modifications diurnes et de mieux refléter le statut ferrique par rapport à un dosage 

sérique ou urinaire réalisé à un moment précis.  

Les taux d’hepcidine plasmatique obtenus sur les 33 volontaires oscillent entre <0,28 

et 13,2 nmol/L. Six volontaires de sexe féminin (6/33) présentent une carence martiale, 

ces résultats ne sont pas étonnants compte tenu de la haute prévalence du déficit en 
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fer, particulièrement pour les jeunes femmes en âge de procréer (Lopez et al. 2016). 

Une hémochromatose est suspectée pour un des volontaires, présentant des taux 

d’hepcidine sérique et urinaire anormalement bas pour les valeurs de TS et de ferritine 

plasmatique mesurées. En effet, un taux d’hepcidine bas, inappropriée en regard de 

la surcharge martiale, est une caractéristique des hémochromatoses de type I, IIa, IIb 

et III suite à l’altération de la synthèse de protéines intervenant dans la régulation 

positive de l’hepcidine (Pietrangelo 2010). L’analyse du gène HFE a mis en évidence 

la présence de la mutation C282Y à l’état homozygote et l’imagerie a confirmé une 

surcharge en fer hépatique importante. Les résultats de ce volontaire ont été exclus 

pour évaluer l’efficience diagnostique de l’hepcidine, mesurée sur différents 

échantillons, dans l’identification de la carence martiale.  

Les taux d’hepcidine urinaire sont significativement plus bas lorsque l’échantillon  

d’urine est collecté sans ABS, avec un pourcentage moyen de décroissance de 13,3%. 

Une très faible quantité d’ABS semble être suffisante pour limiter le phénomène 

d’adhésion et/ou d’agrégation. En effet, aucune différence significative n’est observée 

entre les échantillons présentant une concentration finale en ABS de 2,5 g/L versus 5 

g/L. La différence des concentrations en hepcidine entre les échantillons urinaires ne 

contenant pas d’ABS et ceux avec 2,5 g/L d’ABS, est très variable d’un échantillon à 

l’autre. Certains prélèvements ont un taux d’hepcidine qui ne semble pas être affecté, 

d’autres voient leur concentration diminuer de 50% en l’absence d’ABS. L’hepcidine 

est un peptide comportant un contenu élevé en acides aminés basiques, lui conférant 

une charge positive à pH neutre, avec un point isoélectrique à 8,2 (Abbas et al. 2018). 

Nous avons souhaité évaluer si ce pourcentage de décroissance de l’hepcidinurie en 

l’absence d’ABS pourrait être relié au pH urinaire. Aucune corrélation n’a été mise en 

évidence entre le pourcentage de diminution de l’hepcidinurie observé en absence 

d’ABS et le pH des différents échantillons. Cette hétérogénéité du comportement de 

l’hepcidine urinaire vis-à-vis de la présence ou de l’absence d’ABS pourrait s’expliquer 

par une différence de composition des urines impactant le risque d’adhésion du 

peptide. Malheureusement, la quantité de prélèvement était insuffisante pour pouvoir 

quantifier d’autres paramètres tels que les protéines ou les ions.  

Lorsque les échantillons urinaires sont stockés 24h à température ambiante, les 

concentrations en hepcidine restent stables en présence d’ABS (2,5 g/L) alors qu’elles 

diminuent significativement, en moyenne de 11,2%, sur les échantillons collectés sans 

ABS. Les collectes urinaires complètes, réalisées en présence d’ABS, restent 
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également stables durant au moins les 24 heures suivant la fin de la collecte, 

confirmant le rôle stabilisateur joué par l’ABS dans un environnement pauvre en 

protéines. En corrélant les concentrations d’hepcidine obtenues sur les différents 

spécimens (plasma, échantillons et urine de 24h stabilisés par ABS), une meilleure 

corrélation est observée entre les taux quantifiés sur plasma et échantillons urinaires 

(2,5 g/L) qu’entre les niveaux mesurés sur plasma et collecte de 24h. Ces résultats 

pourraient être expliqués par la variation circadienne de l’hepcidine ; les 

concentrations plasmatiques les plus basses sont observées tôt le matin puis 

augmentent progressivement en cours de journée (Troutt et al. 2012). La même 

tendance est observée pour l’hepcidine urinaire mais avec des valeurs qui restent plus 

stables en cours de matinée (Kroot et al. 2009). La mesure de l’hepcidine sur collecte 

de 24h intègre ces variations. Un dosage isolé sur plasma et échantillon urinaire est 

impacté par cette rythmicité. Une meilleure corrélation est donc observée entre ces 

deux types d’échantillons qui ont été collectés à un moment précis de la journée.       

L’efficience diagnostique de la mesure de l’hepcidine sur différents prélèvements pour 

la mise en évidence d’une carence martiale est investiguée à l’aide de courbes ROC. 

La mesure de l’hepcidine plasmatique et de l’hepcidinurie sur collecte de 24h 

présentent une efficience diagnostique comparable avec une AUC de 0,94 et 0,93, 

respectivement. Une sensibilité de 100% et une spécificité de 88,5% sont obtenues 

pour une valeur d’hepcidinémie inférieure à 0,9 nmol/L. Les taux d’hepcidine mesurés 

sur échantillons urinaires stabilisés par ABS (2,5 g/L) ont une efficience moindre pour 

identifier une carence martiale avec une AUC de 0,86.  

Le choix de l’échantillonnage optimal pour évaluer le statut ferrique dépend des 

variations pré-analytique, analytique et biologique associées au dosage de l’hepcidine. 

Alors que la mesure de l’hepcidine plasmatique présente une variabilité pré-analytique 

moindre comparativement à la mesure des taux urinaires, le plasma est plus sensible 

aux variations de l’hepcidine qui peuvent apparaitre sur de courtes périodes (Kroot et 

al. 2009). Les résultats de cette deuxième partie de projet suggèrent que la collecte 

de 24h, en intégrant la variation diurne de l’hepcidine, pourrait mieux reflèter les stocks 

ferriques par rapport à un échantillon urinaire prélevé à un moment précis.  
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4.3 Mesure de l’hepcidine basale dans le diagnostic différentiel des anémies du 

sujet âgé et étude de sa corrélation avec l’augmentation relative de la 

saturation de la transferrine après un test de surcharge en fer oral 

4.3.1 Temps de prélèvement optimal pour la réalisation du test d’absorption en fer 

oral 

L’évolution de la TS et de la concentration en hepcidine ont été évalués chez 12 

volontaires sains (âge médian : 69 ans, intervalle : 36-85 ans, 8 femmes et 4 hommes). 

Six volontaires ont ingéré 160 mg de fer ferreux immédiatement après la première 

prise de sang. Les résultats des paramètres ferriques, biochimiques et hématologiques 

obtenus à 8h00, 12h00 (TS et concentration en hepcidine) et 15h30 (TS et 

concentration en hepcidine) sont décrits dans le tableau 7. La médiane de la TS reste 

constante au cours du temps pour le groupe de volontaires n’ayant pas réalisé le TAFO 

(8h00 : 35% (30-36%) ; 12h00 : 32% (21-41%) ; 15h30 : 29% (21-40%)). Par contre, 

elle augmente significativement dans le groupe ayant ingéré le fer, 4 heures après la 

dose (8h00 : 24% (16-34%) ; 12h00 : 47% (26-54%) ; p<0,05) pour revenir à sa valeur 

basale à 15h30 (30% (20-43%) ; p>0,05 par rapport aux valeurs de 8h00). Une 

augmentation significative des concentrations en hepcidine est observée à 12h00 et 

15h30 dans les deux groupes (p<0.05). Le temps optimal choisi pour la réalisation du 

prélèvement lors du TAFO a donc été fixé à 4h après administration de fer oral, vu 

l’augmentation significative de l’hepcidine et de la TS. 

4.3.2 Efficience diagnostique de l’hepcidinémie basale dans le diagnostic différentiel 

des anémies 

Parmi les 332 patients gériatriques inclus pour un dosage d’hepcidinémie basale entre 

7h30 et 10h00, quatre ont été exclus de l’étude. Trois étaient sous supplémentation 

en fer et un a reçu une transfusion dans les trois semaines précédant l’étude. Les 

données démographiques, hématologiques et biochimiques obtenues pour ces 328 

patients sont détaillées dans le tableau 8. Cent-treize patients sur les trois cent vingt-

huit (34,5%)  inclus sont de sexe masculin. Aucune différence significative pour 

l’hepcidinémie n’est observée entre les femmes et les hommes (3,1, <0,4-12,2 versus 

3,0, <0,4-16,9 nmol/L, test de Mann-Whitney ; p>0,05).  
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Tableau 7 : Résultats des paramètres hématologiques, biochimiques obtenus pour les 12 volontaires 

sains. Six d’entre eux ont réalisé le test d’absorption en fer oral (TAFO). Les valeurs sont exprimées 

sous forme de médiane (P2,5-P97,5).  

 
Paramètres 

 
TAFO 

 
Pas de TAFO 

 
Nombre 

 
6 

 
6 

 
Age (années) 

 
80 (36-85) 

 
66 (36-72) 

 
Hémoglobine (g/dL) 

 
13.5 (12-13.9) 

 
13.5 (12.7-14.5) 

 
VCM (fL) 

 
90.7 (89.4-99.9) 

 
93.2 (88.1-98.5) 

 
CMH (pg) 

 
31.1 (29.8-33.1) 

 
31.8 (29.8-33) 

 
Créatinine (mg/dL) 

 
0.8 (0.8-1.3) 

 
0.9 (0.6-1.4) 

 
CRP (mg/L) 

 
1 (0.5-3) 

 
3 (0.7-7.7) 

 
Vitamine B12 (ng/L) 

 
443 (304-639) 

 
591 (315-745) 

 
Folates (µg/L) 

 
8.1 (6.6-10.2) 

 
7.3 (6.4-12.8) 

 
Ferritin (µg/L) 

 
79 (50-218) 

 
245 (50-427) 

 
TS (%) à 8h00 

 
24 (16-34) 

 
35 (30-36) 

 
TS (%) à 12h00 

 
47* (26-54) 

 
32 (21-41) 

 
TS (%) à 15h30 

 
30 (20-43) 

 
29 (21-40) 

 
Hepcidin (nmol/L) à 8h00 

 
2 (0.7-4,3) 

 
2,9 (1,2-5,6) 

 
Hepcidin (nmol/L) à 12h00 

 
3.9* (1,9-8,7) 

 
5,6* (3,4-8,6) 

 
Hepcidin (nmol/L) à 15h30 

 
6,6* (3,3-12,4) 

 
6,9* (3-10,9) 

*valeurs statistiquement différentes de celles obtenues pour le prélèvement à 8h00. 

Les valeurs des concentrations en hepcidine observées pour les 218 patients non 

anémiques oscillent de 0,6 à 10,6 avec une médiane à 3,4 nmol/L. Parmi les 328 

patients, 78 (23,8%) présentent une anémie ; 13 (4,0%), 19 (5,8%), 27 (8,2%) et 19 

(5,8%) patients ont respectivement une IDA, IDA/ACD, ACD et UA. Une carence en 

folates et/ou vitamine B12, que celle-ci soit associée au pas à une anémie, est 

observée pour 16 (4,9%) et 12 (3,7%) patients, respectivement. Un déficit en folates 

ou vitamine B12, expliquant à elle seule l’anémie, n’est encontrée pour aucun patient. 

Une carence en fer latente est décrite chez 32 (9,8%) patients. Concernant les 

données cliniques des patients appartenant au groupe ACD (n :27) : neuf patients ont 

une tumeur solide (prostate, sein, colon, foie et mélanome),  quatre souffrent d’une 

pathologie hématologique (myélome multiple, lymphome ou leucémie), huit présentent 
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un taux de filtration glomérulaire <30 mL/min/1,73m², quatre ont une pathologie 

inflammatoire chronique (intestinale ou rhumatismale) et enfin, deux patients 

présentent une élévation chronique de la CRP (>5 mg/L) d’origine indéterminée.  

Tableau 8: Caractéristiques démographiques, hématologiques et biochimiques des 328 patients de 

l’hôpital de jour gériatrique pour lesquels un dosage de l’hepcidinémie basale a été réalisé. Les valeurs 

sont exprimées sous forme de médiane et d’intervalle (P2,5-P97,5). 

 

Paramètres 

 

 

ID 

 

IDA 

 

IDA/ACD 

 

ACD 

 

UA 

 

Absence 

d’anémie 

Nombre de 

patients 

 

32 

 

13 

 

19 

 

27 

 

19 

 

218 

 

TAFO 

 

7/23 

 

2/13 

 

3/19 

 

7/27 

 

6/19 

 

77/218 

Age 

(années) 

82 

(74-91) 

79 

(76-89) 

86 

(75-90) 

84 

(73-96) 

82 

(70-96) 

85 

(72-93) 

Hb (g/dL) 13,4 

(12,1-15,1) 

10,6 

(8,7-12,0) 

10,8 

(9,1-12,8) 

11,3 

(9,6-12,8) 

11,8 

(9,3-12,9) 

13,9 

(12,3-17,5) 

VCM (fL) 90,3 

(81,5-100,4) 

84 

(62,3-93,2) 

90,9 

(70,6-104,7) 

93,0 

(78,3-105,2) 

94,7 

(82,8-101,3) 

94,0 

(83,9-103) 

CMH (pg) 30,3 

(26,6-33,3) 

27,1 

(18,8-30,3) 

29,1 

( 22,3-34,5) 

31,4 

( 25,5-35,1) 

31,6 

(27,2-33,5) 

31,6 

(27,7-35) 

Créatinine 

(mg/dL) 

0,9 

(0,6-1,5) 

1,0 

(0,7-1,5) 

1,0 

(0,6-1,8) 

1,0 

(0,6-2,6) 

1,0 

(0,7-1,5) 

0,9 

(0,7-1,5) 

CRP (mg/L) 2,4 

(0,5-13,3) 

1,7 

(0,5-4,7) 

13,0 

(2,9-88) 

11,0 

(0,7-126,8) 

1,5 

(0,5-4,3) 

2,1 

(0,5-16) 

TS (%) 20 

(9-45) 

9 

(2-27) 

12 

(5-23) 

21 

(10-36) 

27 

(19-36) 

29 

(14-49) 

Ferritine 

(µg/L) 

36 

(17-48) 

16 

(7-38) 

45 

(14-134) 

307 

(107-1051) 

150 

(68-560) 

159 

(56-539) 

Vitamine 

B12 (ng/L) 

323 

(172-691) 

272 

(150-642) 

408 

(224-963) 

388 

(222-1247) 

328 

(196-652) 

366 

(151-1148) 

Folates 

(µg/L) 

9,4 

(3,7-19) 

9,8 

(4,7-18,5) 

9,0 

(3-19) 

8,6 

(3,6-19) 

7,2 

(4,1-19) 

7,4 

(3,4-19) 

sTfR/Ft 

Index 

- 5,3 

(2,0-21,3) 

2,8 

(1,4-9,3) 

1,3 

(0,7-2) 

1,1 

(0,9-1,9) 

- 

Hepcidine 

(nmol/L) 

1,2 

(<0,4-3,3) 

<0,4 

(<0,4-1,6) 

1,7 

(<0,4-7,4) 

7,4 

(1,7-31,1) 

3,3 

(1,4-11,6) 

3,4 

(0,6-10,6) 
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Parmi les patients ayant une anémie combinée (IDA/ACD), cinq présentent une tumeur 

solide (prostate, sein, colon), deux souffrent d’une hémopathie maligne (lymphome), 

trois ont une pathologie rénale, sept présentent une pathologie intestinale ou 

rhumatismale chronique et un patient a, de manière chronique, une élevation de la 

CRP.   

Après analyse multivariable, il s’avère que l’hepcidinémie basale est associée 

significativement à la créatininémie [β1 = 0,995 (IC95%: 0,382 à 1,608); p<0,01], au 

taux de CRP [β2 = 0,035 (IC95%: 0,022 à 0,047); p< 0,0001) et de ferritine [β3 = 0,009 

(IC95%: 0,008 à 0,010); p< 0,0001)].  

 

Figure 25 : Concentrations en hepcidine obtenues pour les patients avec carence latente en fer (ID, 

n=32), avec anémie sur carence martiale (IDA, n=13), avec anémie combinée (IDA/ACD, n=19), avec 

anémie liée à une maladie chronique (ACD, n=27), avec anémie inexpliquée (UA, n=19) et sans anémie 

(n =218). Les valeurs basales sont significativement plus basses chez les patients avec carence 

martiale (ID, IDA, IDA/ACD) comparativement aux patients ACD (p<0,0001) et aux patients non 

anémiques (p<0,01). Aucune différence statistiquement significative n’est mise en évidence entre les 

patients avec anémie inexpliquée et les patients non anémiques (p>0,05). 
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Les concentrations en hepcidine observées pour les différents groupes de patients 

sont représentées à la figure 25. Des valeurs d’hepcidinémie significativement plus 

basses par rapport au groupe non anémique (3,4, 0,6-10,6 nmol/L ; p<0,01) sont 

observées pour les patients présentant une carence martiale latente (1,2, <0,4-3,3 

nmol/L), une IDA (<0,4, <0,4-1,6 nmol/L) et une IDA/ACD (1,7, <0,4-7,4 nmol/L). Les 

patients ACD (7,4, 1,7-31,1 nmol/L ; p<0,0001) ont des taux d’hepcidine 

significativement augmentés par rapport au groupe non anémique. Enfin, aucune 

différence n’est observée entre le groupe non anémique (3,4, 0,6-10,6 nmol/L) et le 

groupe UA (3,3, 1,4-11,6 nmol/L) (p>0,05).  

Pour évaluer l’efficience diagnostique de l’hepcidinémie basale dans l’identification 

d’une carence martiale chez les patients anémiques, deux groupes (IDA, IDA/ACD ; 

n :32 versus ACD, UA ; n :46) ont été analysés par courbe ROC. L’AUC calculée 

(IC95%) est de 0,90 (0,83-0,97). La meilleure efficience diagnostique est obtenue pour 

une valeur seuil de 1,8 nmol/L avec une sensibilité de 75% et une spécificité de 96%. 

Un taux d’hepcidine inférieur à 1 nmol/L (spécificité de 100%) permet de confirmer une 

carence en fer alors qu’un taux supérieur à 8,6 nmol/L (sensibilité de 100%) permet 

de l’exclure.   

4.3.3 Corrélation entre la valeur d’hepcidinémie basale et l’augmentation relative de 

la saturation de la transferrine après de test de surcharge 

Cent-deux patients se présentant à l’hôpital de jour gériatrique ont accepté la 

participation à l’épreuve de surcharge en fer oral. Aucun effet délétère n’a été rapporté 

chez ces patients. Les résultats de l’évaluation clinique de ces 102 patients ainsi que 

les paramètres hématologiques et biochimiques sont décrits dans le tableau 9. Après 

analyse multivariable, les taux d’hepcidine basale sont associés à ceux de la CRP 

[β1=0,078 (IC95% : 0,054 à 0,102) ; p<0,0001)], de la ferritine [β2 = 0,0046 (IC95% : 

0,0027 à 0,0065) ; p< 0,0001), au Delta TS [β3 = -0,0071 (IC95% : -0,0041 à -0,0100) ; 

p< 0,0001)] ainsi qu’au Delta hepcidine [β4 = -0,0067 (IC95% : -0,0032 à -0,0102) ; p< 

0,0001)]. Les coefficients de Spearman, rho, obtenus entre les taux d’hepcidine basale 

et le Delta TS, d’une part, et le Delta hepcidine, d’autre part, sont respectivement de -

0,742 (p<0,0001, figure 26A) et -0,228 (p<0,05, figure 26B).  
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Tableau 9: Résultats de l’évaluation médicale et des données biologiques obtenues pour les 102 

patients de l’hôpital de jour gériatrique ayant accepté la participation au test de surcharge en fer oral 

(TAFO). Les données sont rapportées sous forme de médiane et d’intervalle (P2,5-P97,5). 

 

Paramètres 

 

 

Médiane (P2,5-P97,5) 

Nombre 102 

Age (années) 83 (72-93) 

MNA 13 (7-14) 

Echelle de Katz  6 (6-10) 

MMSE 26 (13-30) 

Score ISAR 2 (0-4) 

Score CIRS  2 (1-4) 

Score FACIT  41 (14-52) 

Hb (g/dL) 13,5 (10,5-15,9) 

VCM (fL) 94 (81,2-102,6) 

CMH (pg) 31,6 (26,1-36,1) 

Créatinine (mg/dL) 0,9 (0,6-1,7) 

CRP (mg/L) 2,9 (0,4-35,4) 

Vitamine B12 (ng/L) 371 (172-920) 

Folate (µg/L) 7,9 (2,9-19) 

Ferritine (µg/L) 139 (20-578) 

TS (%), valeur basale 26 (9-52) 

TS (%) 4 h après le TAFO 39 (15-78) 

Hepcidine (nmol/L), valeur basale 3 (<0,4-11,4) 

Hepcidine (nmol/L) 4 h après le TAFO  4.7 (<0,4-14,6) 
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Figure 26 : Corrélations obtenues entre les valeurs d’hepcidinémie basale et le Delta TS (A) ainsi 

que le Delta hepcidine (B). Les coefficients de Spearman rho obtenus sont respectivement de -

0,742 (p<0,0001) et de -0,228 (p<0,05).   

L’absorption du fer oral, représentée par le Delta TS, est significativement plus 

élevée dans le groupe latent ID, IDA et IDA/ACD (n = 12, 194, -25-444) que dans 

le groupe ACD/UA (n = 13, 22, -14-85; p<0,0001) (Figure 27). Une augmentation 

relative de la TS supérieure à 106%, 4h après l’administration orale de fer, permet 

de confirmer la présence d’une carence martiale chez les patients (spécificité : 

100%, sensibilité : 83%). Deux patients, l’un avec une ID latente, l’autre avec une 

IDA/ACD, présentent respectivement une élévation relative de la TS, 4h après le 

TAFO, égale à 43% et -25%.  
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Le premier patient présente des ulcères gastriques avec carence en fer sans 

anémie associée. Le deuxième souffre d’une pathologie inflammatoire 

rhumatismale chronique (ténosynovite). Un taux basal d’hepcidine particulièrement 

élevé est mesuré pour ces deux patients, très peu ou non répondeur à 

l’administration de fer oral, avec des concentrations évaluées à 1,8 nmol/L et 2,7 

nmol/L, respectivement.  

Aucune différence n’est observée entre le groupe latent ID, IDA et IDA/ACD versus 

le groupe ACD/UA pour le Delta hepcidine.       

 

 

Figure 27 : Augmentation relative de la saturation de la transferrine 4h après le test de surcharge 

en fer oral. Les valeurs de Delta TS sont significativement plus élevées dans le groupe avec carence 

martiale (ID, IDA, IDA/ACD, n=12) comparativement au groupe de patients anémiques sans déficit 

en fer (ACD/UA, n=13 ; p<0,0001). 

 

Sur base des résultats obtenus pour la valeur d’hepcidinémie basale et du test 

d’absorption en fer oral, l’algorithme suivant est proposé pour l’identification d’une 

carence martiale chez le sujet âgé anémique (Figure 28).  
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Figure 28 : Algorithme proposé pour la mise en évidence d’une carence martiale chez le sujet 

âgé anémique. Une mesure de l’hepcidine entre 7h30 et 10h peut être réalisée chez un patient 

anémique présentant un taux de ferritine supérieur ou égal à 50 µg/L. Cette valeur seuil pour la ferritine 

peut être augmentée à 100 µg/L lorsqu’un marqueur biochimique (*CRP≥ 5 mg/L) ou la clinique 

(**Infection chronique, maladie autoimmune ou malignité) évoquent une maladie chronique (Theurl et 

al. 2009). Un taux d’hepcidine inférieur à 1 nmol/L permet de confirmer une carence en fer alors qu’un 

taux supérieur à 8.6 nmol/L permet de l’exclure. Pour des taux compris entre ces deux valeurs, un test 

d’absorption en fer oral, basé sur l’adminstration de 160 mg de fer ferreux avec mesure de la saturation 

de la transferrine, 4 heures après, peut être réalisé. Une élévation relative de la saturation de la 

transferrine (Delta TS) supérieure à 106% permet de confirmer un déficit en fer. Pour les patients avec 

Delta TS inférieur ou égal à 106%, une mesure du rapport de la concentration en récepteurs solubles 

sur le logarithme de la ferritine peut être proposée en dernier recours comme méthode non invasive 

pour évaluer le statut en fer, avant la réalisation d’une ponction médullaire.   
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4.3.4 Discussion 

Après 85 ans, l’anémie touche un individu sur cinq (Guralnik et al. 2004). L’anémie est 

donc un problème de santé fréquent dans la population vieillissante. Bien que l’anémie 

du sujet âgé soit généralement légère et bien tolérée, compte tenu d’une installation 

progressive, elle peut avoir diverses conséquences : augmentation de la mortalité, 

aggravation d’une pathologie cardiovasculaire pré-existante, déclin de la fonction 

cognitive, diminution de la mobilité par diminution de la force musculaire, diminution 

de la densité minérale osseuse (Busti et al. 2014, Andrès et al. 2013). L’anémie ne 

doit pas être considérée comme une conséquence inévitable du vieillissement, son 

origine doit être identifiée afin de permettre un traitement adapté quand cela est 

possible. 

La baisse de la concentration en hémoglobine est souvent multifactorielle chez le sujet 

âgé avec une association fréquente entre carence en fer et processus inflammatoire 

chronique (Petrosyan et al. 2012). L’issue la plus importante au niveau clinique n’est 

pas de différencier l’IDA, l’IDA/ACD et l’ACD mais de pouvoir identifier une carence 

martiale en présence d’un phénomène inflammatoire concomittant. Une thérapie de 

supplémentation en fer oral ou parentéral sera réalisée lors de mise en évidence de 

déficit martial avec recherche de l’origine de cette carence. L’administration de 

suppléments ferriques chez un patient présentant une ACD isolée n’est, par contre, 

pas recommandée (Chua et al. 2013, Theurl et al. 2009).  

Les paramètres biochimiques classiques pour évaluer le statut ferrique, tels que la 

ferritine et la TS, ont isolément une efficience diagnostique faible pour identifier une 

carence martiale chez le patient ACD. Par contre, l’index sTfR/Ft semble avoir de 

bonnes perfomances diagnostiques dans cette situation clinique. Dans une étude 

prospective réalisée chez des patients de plus de 80 ans, cet index a permis d’identifier 

une carence martiale avec une sensibilité de 88% et une spécificité de 93% alors que 

les marqueurs biochimiques classiques comme la TS et la ferritine n’ont permis 

l’identification d’un déficit en fer que chez 16% des patients investigués (Rimon et al. 

2002). 

La ponction médullaire est considérée comme la technique gold standard pour 

l’évaluation du statut ferrique. Elle est néanmoins très peu utilisée dans cette indication 

chez le patient âgé. La fragilité d’une telle population est, en effet, importante. On 
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considère qu’une ponction médullaire peut être réalisée lorsque la durée de vie 

estimée du patient est supérieure à trois mois (Stauder et al. 2018).  

L’hepcidine est un candidat potentiel pour identifier un déficit en fer lors de maladie 

chronique, compte tenu de son rôle essentiel dans la régulation systémique du fer et 

de son évolution opposée lors de syndromes inflammatoires et de carence martiale 

(Girelli et al. 2016). En plus de ce comportement variable selon les stimuli, il semble 

exister une hiérarchie entre les différents signaux impactant la transcription de 

l’hepcidine, avec un effet négatif dominant de la carence martiale par rapport à l’effet 

positif de l’inflammation (Darshan et al. 2010). Les patients IDA/ACD pourraient 

répondre à l’administration de fer oral. En effet, les taux d’hepcidine sérique sont bas 

chez les patients IDA/ACD avec une expression élevée de la ferroportine duodénale 

(Theurl et al. 2009). Enfin, il est suggéré que la réponse de l’hepcidine à un test de 

surcharge en fer oral pourrait constituer un marqueur de choix pour évaluer le statut 

ferrique d’un individu (Kroot et al. 2011). 

Dans cette troisième partie du projet, nous avons évalué si l’hepcidinémie basale 

pourrait être un outil intéressant dans l’identification d’une carence en fer chez un sujet 

âgé anémique présentant un syndrome inflammatoire concomittant.  

Les concentrations médianes en hepcidine ne sont pas significativement différentes 

entre les hommes et femmes pour les 328 patients ayant eu un dosage basal de ce 

peptide. Ces résultats rejoignent ceux de den Elzen et al n’ayant mis en évidence 

aucune différence significative au niveau des taux d’hepcidine selon le sexe pour 490 

individus de 85 ans (den Elzen et al. 2013). Des taux d’hepcidine plus bas sont décrits 

chez la femme avant la ménopause, ces valeurs étant significativement diminuées par 

rapport aux individus de sexe masculin. Cette différence selon le sexe s’atténue avec 

l’âge. Lors de la ménopause, les taux d’hepcidine s’élèvent suite à l’arrêt des pertes 

sanguines menstruelles, avec augmentation progressive des taux de ferritine 

(Galesloot et al. 2011).  

Le pourcentage de patients anémiques retrouvés dans notre cohorte de patients se 

présentant à l’hôpital de jour pour un bilan gériatrique est de 23,8%. Il est similaire à 

celui rapporté (23,3%) dans une étude néerlandaise chez des individus âgés de 85 

ans et non hospitalisés (den Elzen et al. 2013).  
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Après analyse multivariable, la ferritine, la CRP et la créatinine sont associées de 

manière indépendante aux valeurs basales d’hepcidine. Les stimuli connus pour 

affecter la transcription du peptide, tels que le statut ferrique et l’inflammation (Girelli 

et al. 2016), semblent donc être maintenus en cours de vieillissement. L’association 

obtenue entre l’hepcidinémie et la créatinine sérique pourrait être expliquée par 

l’augmentation des concentrations en hepcidine observée lors de la diminution du taux 

de filtration glomérulaire. En effet, l’hepcidine est un petit peptide, librement filtré au 

niveau glomérulaire puis réabsorbé par les tubules rénaux (Kroot et al. 2011).  

Une élévation des concentrations en hepcidine est décrite lors de progression d’une 

maladie rénale chronique (Troutt et al. 2013). Cette association inverse entre, d’une 

part, les taux d’hepcidine et, d’autre part, le taux de filtration glomérulaire reste  

néanmoins à éclaircir. En effet, les résultats de l’étude de Troutt et al ainsi que Goyal 

et al sont basés sur un dosage immunologique d’hepcidine, connu pour présenter des 

réactions croisées avec les isoformes tronqués du côté N-terminal et non actifs au 

niveau du métabolisme ferrique (Troutt et al. 2013, Goyal et al. 2017).  

En analysant les taux d’hepcidine entre les groupes de patients, des concentrations 

significativement plus basses de ce peptide ont été identifiées chez les patients avec 

carence latente en fer, IDA et IDA/ACD par rapport aux patients ACD, UA et non 

anémiques. Ces résultats diffèrent de ceux obtenus par l’équipe de Thomas et al qui 

n’a pas objectivé de différence significative entre la population de patients IDA/ACD et 

les patients avec ACD isolée. Ces discordances au niveau des résultats peuvent être 

attribuées au type de population investiguée ainsi qu’aux critères utilisés pour la 

classification des anémies. Thomas et al ont stratifié les patients anémiques sur base 

de l’index sTfR/Ft et sur base du contenu en hémoglobine réticulocytaire ; certains 

patients ont été considérés comme souffrant d’anémie inflammatoire avec un taux de 

ferritine sérique à 26 µg/L (Thomas et al. 2011).  

Dans notre étude, les patients avec ACD ont des taux d’hepcidine statistiquement 

augmentés par rapport aux patients non anémiques. Cette tendance est déjà bien 

décrite dans la littérature (den Elzen et al. 2013), l’hepcidine jouant un rôle essentiel 

dans l’anémie des maladies inflammatoires chroniques (Nemeth et al. 2004b). 

Différentes équipes ont décrit des taux d’hepcidine plus élevés chez les patients âgés 

avec anémie d’origine indéterminée par rapport aux sujets non anémiques. Cette 

observation pourrait s’expliquer par la présence d’une inflammation chronique à bas 
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bruit chez les patients UA. Celle-ci s’accompagnerait du relargage de diverses 

cytokines qui stimuleraient la transcription d’hepcidine. L’augmentation de 

l’hepcidinémie pourrait alors induire une carence en fer fonctionnelle altérant une 

érythropoïèse optimale (den Elzen et al. 2013, Price et al. 2011). Price et al a mis en 

évidence des taux plus élevés d’hepcidine et de ferritine chez les patients UA versus 

non anémiques (groupe contrôle). De manière paradoxale, les concentrations en IL-6, 

un régulateur positif puissant de la transcription de l’hepcidine (Nemeth et al. 2004b), 

étaient identiques entre les deux groupes. Les taux d’hepcidine plus élevés observés 

pour les patients UA, semblent être plutôt expliqués par la différence de statut ferrique 

entre les deux groupes. En effet, les patients avec carence en fer latente n’ont pas été 

exclus du groupe contrôle. Une autre explication à ces résultats différents est la 

technique immunologique utilisée par l’équipe de Price, pouvant reconnaître d’autres 

isoformes que l’hepcidine-25 (Price et al. 2011). A l’heure actuelle, le rôle de 

l’hepcidine dans le développement de l’anémie inexpliquée du sujet âgé est minimisé 

(Busti et al. 2014). Dans notre étude, aucune différence significative des taux 

d’hepcidine n’a pu être objectivée entre les patients non anémiques et les patients 

avec une anémie d’origine indéterminée. 

L’efficience diagnostique de l’hepcidine basale dans le diagnostic différentiel des 

anémies (IDA, IDA/ACD et ACD) est sujette à controverse dans la littérature. Les 

résultats diffèrent selon les critères hématologiques et biochimiques utilisés pour 

stratifier les populations ainsi que selon la technique de dosage utilisée pour la 

quantification de l’hepcidine (Kroot et al. 2012). Dans la troisième partie de notre projet, 

la classification des patients anémiques a été réalisée sur des critères cliniques, la 

CRP, la ferritine et l’index sTfR/Ft. Nous avons démontré que la concentration basale 

en hepcidine pour un prélèvement standardisé entre 7h30 et 10h00, constituait un 

marqueur utile pour identifier une carence martiale en présence d’une pathologie 

inflammatoire chronique. En utilisant une valeur seuil inférieure à 1,8 nmol/L, une 

sensibilité de 75% et une spécificité de 96% sont atteintes. Ces résultats confortent 

ceux publiés par l’équipe de van Santen et al ayant étudié l’utilité de l’hepcidinémie 

dans l’identification de la carence martiale chez les patients anémiques présentant une 

arthrite rhumatoïde et une inflammation active. Une valeur d’hepcidine sérique 

inférieure à 2,4 nmol/L a permis de discriminer les patients IDA et IDA/ACD, des 

patients présentant une ACD isolée avec une sensibilité de 89% et une spécificité de 

88% (van Santen et al. 2011). L’utilité de l’hepcidine dans cette même indication 
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clinique a été décrite chez des patients souffrant de maladies inflammatoires 

chroniques intestinales par l’équipe de Bergamaschi et al. En utilisant une 

concentration en hepcidine inférieure à 2 nmol/L, 85% des patients avec carence 

martiale ont pu être différenciés des patients ACD (Bergamaschi et al. 2013). 

L’absence de matériel de référence pour le dosage de l’hepcidine complique 

néanmoins l’application à grande échelle de ces valeurs seuils. Karlsson et al ont 

étudié l’efficience de différents marqueurs du métabolisme ferrique dans le diagnostic 

différentiel des anémies du sujet âgé. Le gold standard utilisé pour la classification des 

patients était l’absence de fer colorable au frottis médullaire. L’auteur a conclu à 

l’absence de supériorité de l’hepcidine, que cette dernière soit quantifiée par technique 

immunologique (Karlsson 2017) ou par spectrométrie de masse (Karlsson 2015) par 

rapport au taux de ferritine, dans l’identification d’une carence martiale en présence 

d’un syndrome inflammatoire. L’auteur n’a cependant pas précisé si les prélèvements 

sanguins pour la mesure de l’hepcidinémie avaient été standardisés pour une tranche 

horaire particulière. Dans notre étude, l’efficience diagnostique de la ferritine n’a pas 

pu être évaluée étant donné que ce paramètre biochimique a été utilisé pour 

catégoriser les patients anémiques. 

La dose de fer ferreux choisie pour le test de surcharge en fer oral a été sélectionnée 

sur base des résultats de la littérature. Des doses de fer ferreux équivalentes à 65 mg 

(Ganz et al. 2008, Girelli et al. 2011), 100 mg (Kobune et al. 2011) et 130 mg (Hwang 

et al. 2011) ont été utilisées par différentes équipes pour les tests d’absorption en fer 

oral. Une dose de fer ferreux de 160 mg a été choisie dans notre étude afin 

d’augmenter les chances d’obtenir un impact sur la TS et l’hepcidinémie. En effet, 

l’équipe de Ganz et al a évalué la cinétique de réponse du fer sérique et de 

l’hepcidinémie après administration de 65 mg de fer ferreux chez trois volontaires sains 

et a montré que certains contrôles ne répondaient qu’à une dose de 130 mg (Ganz et 

al. 2008).  

Le choix du temps de prélèvement, c’est-à-dire 4h après la dose de fer ferreux, est 

basé sur les résultats du TAFO réalisés chez les volontaires sains. Alors que la valeur 

de la TS reste constante chez les volontaires n’ayant pas ingéré le fer ferreux, elle 

augmente significativement chez les contrôles ayant réalisé le TAFO, 4 heures après 

la prise, pour revenir à sa valeur basale après 7h30. Cette élévation de la TS à 4 

heures est le résultat de l’absorption de fer au niveau intestinal. En effet, 

l’augmentation du fer sérique après administration orale corrèle avec la quantité de fer 
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absorbée réellement par le tractus digestif (Hoppe & Hulthén 2006). Ces résultats 

confirment ceux obtenus dans la litérature. Hwang et al. ont suivi l’évolution de la TS 

chez des volontaires, 1, 2, 4 et 8 heures après une dose de 130 mg de fer. 

L’augmentation relative de TS la plus importante a été observée 4h après la dose de 

fer oral avec un pourcentage d’élévation plus conséquent pour les volontaires 

présentant un déficit martial (Hwang et al. 2011).  

L’hepcidine augmente progressivement, 4 heures et 7 heures et demie après 

administration de la dose, pour les volontaires ayant et n’ayant pas ingéré le fer 

ferreux. Cette élévation significative de l’hepcidinémie dans les deux groupes semble 

être plutôt reliée à la variation circadienne du peptide plutôt qu’à la stimulation de sa 

production hépatique suite à la dose de fer ingérée. La cinétique des taux d’hepcidine 

post-prise de fer est impactée par la dose avec un pic d’élévation 12 heures après 

prise de 65 ou 130 mg de fer ferreux (Ganz 2008). Zimmermann et al ont ont mis en 

évidence une élévation significative de l’hepidinémie 6 heures après l’administration 

de 60 mg de fer ferreux chez des volontaires sains (Zimmermann et al. 2009). Le 

temps de prélèvement choisi pour le test d’absorption en fer oral réalisé dans cette 

troisième partie du projet a donc été fixé à 4h afin de pouvoir bénéficier à la fois de 

l’augmentation significative de la TS et de l’hepcidinémie. Cet intervalle de réalisation 

pour le prélèvement veineux est optimal au niveau logistique. En effet, la plupart des 

patients qui viennent pour un bilan gériatrique, arrivent à l’hôpital de jour entre 7h30 et 

9h et sont disponibles sur le temps de midi.        

Les valeurs d’hepcidinémie basale corrèlent négativement avec le Delta TS ainsi que 

le Delta hepcidine et, positivement avec la ferritine et la CRP après analyse 

multivariable. L’augmentation relative de la TS, représentée par le Delta TS, est 

significativement plus importante chez les patients présentant une carence martiale 

(ID, IDA, IDA/ACD) comparativement aux patients anémiques (UA/ACD). Les patients 

avec déficit en fer ont les taux d’hepcidine les plus bas et montrent l’absorption de fer 

la plus intense, 4h après le test de surcharge. En utilisant une valeur seuil supérieure 

à 106% pour l’élévation relative de la TS, 83% des patients présentant un déficit martial 

sont identifiés. Ces résultats confortent ceux obtenus dans des modèles murins où il a 

été démontré que la carence en fer altère la stimulation de la transcription de 

l’hepcidine après injection de LPS (Darshan et al. 2013). D’autres études utilisant des 

préparations isotopiques de fer, ont mis en évidence une corrélation inverse 

significative entre les valeurs d’hepcidine et l’absorption de fer duodénal (Roe et al. 
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2009, Young et al. 2009). Les taux d’hepcidine basale ont également été identifiés 

comme marqueur de réponse au fer oral chez les patients IDA (Bregman et al. 2013).  

Malgré l’absence de différence significative pour le Delta hepcidine entre les patients 

présentant une carence martiale (ID, IDA et IDA/ACD) et les patients anémiques sans 

déficit martial (ACD et UA), les valeurs basales d’hepcidine corrèlent négativement 

avec le Delta hepcidine. Les patients présentant un phénomène inflammatoire ont des 

taux élevés d’hepcidine et ne semblent ne pas montrer d’augmentation de la 

concentration de ce peptide, 4 heures après la dose de fer ferreux.  

En conclusion de cette troisième partie du projet, nous avons démontré que la mesure 

de l’hepcidine basale, standardisée entre 7h30 et 10h00, est un outil intéressant pour 

identifier la carence martiale chez le patient anémique. Les résultats obtenus pour ce 

prélèvement basal et sur base du test d’absorption en fer oral, ont mis en évidence 

que les patients avec anémie combinée (IDA/ACD) semblent se comporter comme les 

patients IDA. Ils présentent des concentrations basses d’hepcidine et ont une 

augmentation relative de la saturation de la transferrine après réalisation du TAFO, 

plus élevée par rapport aux patients anémiques sans carence martiale. La corrélation 

négative obtenue entre les valeurs basales d’hepcidine et l’augmentation relative de 

la TS après test de surcharge suggèrent que l’’hepcidinémie pourrait prédire la 

probabilité d’absorption de fer duodénal chez les patients âgés après avoir exclu toutes 

les causes associées à un phénomène de malabsorption (infection à Helicobacter 

pylori, gastrite atrophique, maladie coeliaque) et permettre une optimisation 

personnalisée de la supplémentation (Busti et al. 2014). Cette hypothèse doit être 

néanmoins confirmée par des études prospectives incluant une large cohorte.     

Cette troisième partie du projet présente quelques limitations. Tout d’abord, la 

classification des anémies ne s’est pas réalisée sur base du gold standard qu’est la 

ponction médullaire. Une forte hétérogénéité des concentrations en hepcidine est 

rapportée entre les différentes techniques analytiques permettant sa quantification, 

cette disparité étant principalement expliquée par l’absence de matériel de référence 

(van der Vorm et al. 2016). Ces différences compliquent fortement la généralisation 

des valeurs seuils publiées dans la littérature. Les résultats de cette troisième partie 

ont été établis sur base d’un calibrateur provenant de la firme Peptide Institute, 

largement utilisé dans les techniques de spectrométrie de masse pour la quantification 

de l’hepcidine (Itkonen et al. 2012b, Lefebvre et al. 2015, van der Vorm et al. 2016). 
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La réalisation du TAFO et l’utilisation de l’augmentation relative de la TS, après 

administration de fer ferreux, pour évaluer le statut en fer doivent être confirmées sur 

une population de patients plus étendue. En effet, seuls 12 patients présentant une 

carence en fer et 13  patients avec anémie inflammatoire ou inxepliquée ont été inclus.  

Les points forts de notre étude sont le nombre élevé de patients inclus pour la mesure 

de l’hepcidinémie basale, le caractère prospectif de l’étude, la standardisation des 

heures de prélèvement, ainsi que la  mesure de l’hepcidine par spectrométrie de 

masse.   
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5 Discussion générale. 

Le premier objectif de notre projet a été de développer une méthode spécifique et 

sensible pour la quantification de l’hepcidine dans une matrice sérique et urinaire. Une 

série de précautions ont été prises lors de la mise au point de notre technique pour 

limiter les phénomènes d’agrégation et d’adsorption de l’hepcidine. Nous avons 

démontré l’importance de la nature du liquide utilisé pour la reconstitution de 

l’hepcidine lyophilisée ainsi que l’impact du type de vial requis pour la préparation des 

solutions stocks et des solutions de travail aqueuses.     

La méthode décrite présente des critères de fiabilité analytique conformes aux 

objectifs préalablement fixés, à savoir une erreur totale inférieure à 30%.  

Une série d’améliorations ont été apportées en cours d’utilisation de cette technique; 

le premier changement étant le passage à une technique de microélution, plus rapide, 

plus facile à automatiser et surtout, permettant de limiter les transferts successifs dans 

différents vials. Ce dernier phénomène est source d’erreur et s’acompagne d’un risque 

d’adsorption et donc de pertes de l’hepcidine. La deuxième modification concerne le 

recours à un spectromètre de masse plus sensible avec un abaissement de la limite 

de quantification de 0,48 nmol/L à 0,28 nmol/L pour une matrice sérique. Le troisième 

changement implique le calibrateur, initialement produit par Eurogentec. En effet, en 

cours de développement, des variations importantes ont été observées au niveau de 

la production du peptide tels que le changement fréquent de contenant (verre versus 

polypropylène), les modifications des sites de liaison entre les différentes cystéines, et 

enfin, une concentration en hepcidine variable selon le lot de production. Notre choix 

final s’est donc porté sur un calibrateur synthétique produit par la firme Peptide 

Institute. Ce dernier présente une stabilité de production constante d’un lot à l’autre et 

est fréquemment utilisé comme calibrateur pour les différentes méthodes décrites 

dans la littérature (van der Vorm et al. 2016). Le quatrième changement concerne la 

matrice de reconstitution utilisée pour la droite de calibration avec un passage à 

l’utilisation d’un sérum de chèvre plutôt qu’un pool sérique humain traité au charbon 

actif. L’utilisation de cette matrice a permis d’avoir une procédure plus standardisée et 

de gagner du temps par rapport à la préparation du pool humain. Les différentes 

étapes d’évolution de la technique LC-MS/MS au cours des années pour le dosage de 

l’hepcidine sérique sont décrites dans le tableau 10.  
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Tableau 10 : Différents modifications apportées au cours des années par rapport à la méthode décrite initialement (Wolff et al. 2013).  

Année Calibrateu
r-Liquide 
de reprise 

Matrice de 
reconstitution 

des 
calibrateurs 

Standard interne 
marqué / liquide 

de reprise 

Extraction 
des 

échantillons 

Spectro. 
de masse 

Transitions 
de 

l’hepcidine 

Transition 
de 

l’hepcidine 
marquée 

LoQ CV % 
(précision 

intermédiaire)  
Moyenne de 

conc. 

Biais % 
Moyenne de 

conc. 

2011-
2014 

Eurogentec 
-  

Eau/ACN/A
F 80/20/0.1 

(v/v/v) 

Pool sérique 
traité par 

charbon actif 

Eurogentec 
[DTHFPI(13C6 

15N1)CI(13C6 
15N1)FCCGCCHR

SKCGMCCKT-
OH] -  

Eau/ACN/AF 
80/20/0.1 (v/v/v) 

Cartouche 
d’extraction 
en phase 

solide HLB 
3cc/60 mg 

6460, 
Agilent 

Technolo
gies 

930.4→ 
1144.9 

(y21[2+] 
quantifier) 
930.5→ 

353.7 (b3 
qualifier) 

 

935.1→ 
1151.6 

(y21[2+]) 

0.48 
nmol/L 

9.5% 
(1 nmol/L) 

6% 
(5 nmol/L) 

7.4% 
(25 nmol/L) 

-1.6% 
(1 nmol/L) 

-1.6% 
(5 nmol/L) 

-2.6% 
(25 nmol/L) 

2014-
2016 

Eurogentec 
-  

Eau/ACN/A
F 80/20/0.1 

(v/v/v) 

Pool sérique 
traité par 

charbon actif 

Eurogentec - 
[DTHFPI(13C6 

15N1)CI(13C6 
15N1)FCCGCCHR

SKCGMCCKT-
OH] - 

Eau/ACN/AF 
80/20/0.1 (v/v/v) 

plaque 
microélutive 
Oasis HLB 

6490 
Agilent 

Technolo
gies 

930.4→ 
1144.9 

(y21[2+] 
quantifier) 
930.5→ 

353.7 (b3 
qualifier) 

 

935.1→ 
1151.6 
y21[2+] 

0.28 
nmol/L 

5.7% 
(0.5 nmol/L) 

5.8% 
(2 nmol/L) 

7.2% 
(10 nmol/L) 

-3.1% 
(0.5 nmol/L) 

1.5% 
(2 nmol/L) 

0.1% 
(10 nmol/L) 

2016-
2017 

Peptide 
Institute -

Eau/ACN/A
F 80/20/0.1 

(v/v/v) 

Pool sérique 
traité par 

charbon actif 

Peptide Institute 
[DTH(13C9,15N)FP
ICI(13C9,15N)FCC(
15N)GCCHRSKC

GMCCKT] - 
Eau/ACN/AF 

80/20/0.1 (v/v/v) 

plaque 
microélutive 
Oasis HLB 

6490 
Agilent 

Technolo
gies 

698.1 
354 
(b3 

quantifier) 
698.1 
501.2 

(b4 qualifier) 

703.1  
354.1 (b3) 

0.4 
nmol/L 

12.9% 
(4.2 nmol/L) 

9.6% 
(14.4 nmol/L) 

 

- 

2018-
2019 

Peptide 
Institute - 

Eau/ACN/A
F 80/20/0.1 

(v/v/v) 

Sérum de 
chèvre 

Peptide Institute 
[DTH(13C9,15N)FP
ICI(13C9,15N)FCC(
15N)GCCHRSKC

GMCCKT] - 
Eau/ACN/AF 

80/20/0.1 (v/v/v) 

plaque 
microélutive 
Oasis HLB 

6490 
Agilent 

Technolo
gies 

698.1 
354 (b3 

quantifier) 
698.1 
501.2 

(b4 qualifier) 

703.1  
354.1 (b3) 

0.4 
nmol/L 

- - 

ACN : acétonitrile, AF : acide formique 
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Les concentrations en hepcidine diffèrent fortement selon les études et les techniques 

utilisées, cette hétérogénéité pouvant s’expliquer par l’absence de méthode de 

référence et surtout de matériel primaire de référence (Kroot et al. 2012). La valeur 

assignée pour la concentration en hepcidine peut varier de 20% selon la firme 

produisant ce peptide (Abbas et al. 2018, Laarakkers et al. 2013) ; ce phénomène peut 

être dû à la configuration de l’hepcidine, qui peut ne pas se trouver dans son état natif 

circulant, ainsi qu’à un degré d’impuretés variable (van der Vorm et al. 2016). Cette 

variation des taux d’hepcidine rend difficilement transposables les valeurs 

décisionnelles retrouvées dans la littérature (Kroot et al. 2012).  

De nombreux efforts sont actuellement mis en place pour la standardisation du dosage 

de l’hepcidine avec définition d’un matériel primaire de référence traçable vis-à-vis de 

l’International System of Units, la détermination d’une méthode de référence et d’un 

matériel de référence secondaire commutable. Concernant ce dernier point, le choix 

semble se porter sur un plasma natif lyophilisé avec ajout d’un agent cryolyoprotecteur 

plutôt qu’un plasma enrichi en hepcidine synthétique. Ce matériel de référence 

permettrait de réduire les variations inter-méthodes de 75%. Après cette 

harmonisation, 7,7% de la variation observée pourrait être encore être expliquée par 

l’hétérogénéité des méthodes, cette variation étant tout à fait permise compte tenu des 

limites cliniquement acceptables maximales recommandées pour la quantification de 

l’hepcidine (van der Vorm et al. 2016). 

Le deuxième objectif de notre projet a été d’identifier un agent stabilisateur pour la 

mesure de l’hepcidine urinaire et d’évaluer l’efficience diagnostique de l’hepcidinurie 

sur collecte de 24h pour l’identification d’une carence martiale.  

L’albumine bovine sérique peut être considérée comme un agent stabilisateur potentiel 

pour la quantification de l’hepcidine dans des échantillons urinaires. Elle limite la 

propension de l’hepcidine à s’adsorber sur divers matériaux dans les milieux pauvres 

en protéines et permet d’augmenter la stabilité du peptide lorsque l’urine est conservée 

à température ambiante durant 24h. Utilisée sous forme solide, elle ne cause pas de 

problème lié à une dilution éventuelle.    

La mesure de l’hepcidine sur collecte de 24h stabilisée présente une meilleure 

efficience diagnostique pour l’identification d’une carence martiale, par rapport à un 

échantillon urinaire collecté à un moment déterminé. Même si la collecte de 24h est 

impactée par des difficultés logistiques et un risque de collecte incomplète, ce type 



 
 

123 
 

d’échantillonnage pourrait constituer un outil non invasif intéressant pour évaluer le 

statut martial dans une population pédiatrique. Bien que l’excrétion urinaire de 

l’hepcidine soit impactée par les fonctions glomérulaire et tubulaire (Kroot et al. 2011), 

de telles dysfonctions rénales restent rares dans la population pédiatrique.  

Une supplémentation arbitraire en fer est proposée dans les zones géographiques à 

haute prévalence d’anémie sur carence martiale. Cette stratégie de supplémentation 

systématique est fortement controversée dans les régions concernées à la fois par une 

prévalence élevée d’IDA et d’infections parasitaires diverses dont la malaria. En effet, 

diverses études épidémiologiques ont démontré l’effet protecteur de la carence 

martiale quant à la virulence du parasite de type Plasmodium. Une supplémentation 

en fer pourrait donc favoriser la croissance parasitaire (Camaschella 2019).  

Une identification du statut martial par une mesure de l’hepcidine urinaire sur collecte 

de 24h permetterait de cibler les enfants nécessitant une supplémentation ferrique. 

Dans les régions endémiques de Malaria, un traitement anti-malarique devrait être  

administré conjointement à la complémentation en fer pour éviter la croissance de 

pathogènes latents.  

Le troisième objectif de notre projet a concerné l’utilité de l’hepcidinémie dans la 

différenciation des anémies du sujet âgé ainsi l’évaluation de la corrélation entre les 

valeurs basales d’hepcidine et la réponse aiguë après administration de fer oral.  

La concentration en hepcidine est impactée par une série de stimuli incluant les 

réserves en fer, l’inflammation, l’activité érythropoïtique (Girelli et al. 2016). Le résultat 

du dosage de l’hepcidine intègre toutes ces variations et présente un avantage par 

rapport aux algorithmes compliqués utilisés pour identifier une carence martiale en 

présence d’un syndrome inflammatoire concomitant. Ces algorithmes font intervenir la 

détermination de plusieurs paramètres tels que la ferritine, la CRP, le rapport entre la 

concentration en récepteur soluble de la transferrine et le logarithme du taux de 

ferritine, le contenu en hémoglobine réticulocytaire avec des seuils décisionnels qui 

peuvent être variables et également une absence de standardisation pour certains 

marqueurs (Harms & Kaiser 2015).  

Dans cette troisième partie de projet, nous avons démontré que l’hepcidine pourrait 

être un marqueur intéressant dans cette indication clinique. Etant donné l’absence de 

remboursement actuel pour le dosage de ce peptide, la détermination de l’hepcidine 
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doit être réservée aux cas ambigus ; c’est-à-dire aux patients âgés présentant une 

anémie avec un taux de ferritine supérieur à 50 µg/L. Cette valeur seuil peut être 

augmentée à 100 µg/L lors de maladie chronique.  

La cinétique de l’hepcidine et/ou de la saturation en fer en réponse à l’administration 

de fer oral pourrait être évaluée en tant que marqueur de choix pour identifier une 

carence martiale lors de maladie chronique (Kroot et al. 2011).  

Les premiers tests de surcharge en fer oral, réalisés pour identifier une malabsorption 

intestinale, impliquaient l’administration de solutions isotopiques avec mesure du 

degré d’incorporation de l’isotope dans les érythrocytes, 2 semaines après. Ces tests 

de surcharge en fer, présentaient l’inconvénient d’être lourds, difficiles à réaliser en 

pratique clinique et d’exposer le patient à des isotopes. Les tests de surcharge en fer 

oral non marqué sont plus faciles à réaliser logistiquement. Une administration de 50 

à 60 mg de fer ferreux avec mesure de la concentration en fer sérique 1 à 2h post-

dose est souvent décrite dans la littérature pour identifier une malabsorption intestinale 

(Lopez et al. 2016, Camaschella 2017). Néanmoins, le protocole de réalisation de ces 

tests présente une variabilité importante tant au niveau de la dose de fer à administrer 

et de la formulation du fer (sulfate, fumarate), que du temps après lequel les 

prélèvements pour la mesure de la saturation de la transferrine doivent être effectués. 

A l’heure actuelle, il n’existe aucun test d’absorption en fer oral validé prospectivement 

pour confirmer ou exclure une malabsorption en fer (Kloepfer et al. 2015). Malgré tous 

ces inconvénients, ce test pourrait s’avérer utile pour identifier les patients répondeurs 

à l’administration de fer oral et pour mettre en évidence une carence martiale chez un 

patient présentant une maladie chronique. En effet, l’équipe de Kobune et al a 

démontré que l’absorption de fer oral, évaluée sur base de l’augmentation relative de 

la TS, était augmentée chez les patients ACD, diminuée chez les patients IDA et 

intermédiaire chez les sujets sains (Kobune et al. 2011).  

Dans notre troisième partie de projet, une relation significative est identifiée entre 

l’hepcidinémie basale et la réponse aiguë au fer oral. 
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6 Conclusions et perspectives 

Le développement de la méthode de dosage de l’hepcidine sérique nous a permis de 

proposer ce test en routine dans le laboratoire, avec maitrise des conditions pré-

analytiques. Il est impératif que la prise de sang soit effectuée dans une tranche horaire 

standardisée, équivalente à celle ayant été adoptée pour l’établissement des valeurs 

de référence. Diverses informations sont requises telles que le taux d’hémoglobine, le 

VCM, la TS, les valeurs des concentrations en CRP et en ferritine pour une évaluation 

optimale des résultats. Dans le futur, nous souhaiterions déterminer des intervalles de 

référence basés sur des tranches horaires spécifiques pour faciliter l’interprétation de 

la concentration en hepcidine lorsque le prélèvement sanguin n’est pas réalisé entre 

8h00 et 11h00. 

Dans le cadre du groupe de travail français sur l’hepcidine impliquant les universités 

de Montpellier, Rennes, Bordeaux, Paris Diderot et Bruxelles, une uniformisation des 

méthodes utilisées dans ces différents sites pour la quantification de l’hepcidine est en 

voie de finalisation. Le matériel de référence  sélectionné est le calibrateur de la firme 

Peptide Institute reconstitué dans une matrice unique, adaptée pour limiter les 

phénomènes d’adsorption.  Les différentes étapes de cette uniformisation ont permis 

d’évaluer les origines de la variation inter-méthode, s’expliquant surtout par la nature 

du matériel de calibration et, dans une moindre mesure, la matrice de reconstitution 

du calibrateur.  

L’utilisation d’ABS est proposée comme outil efficace et peu coûteux pour limiter la 

variabilité pré-analytique urinaire de la mesure de l’hepcidine. L’efficience diagnostique 

de l’hepcidinurie sur urine de 24h stabilisée, pour la mise en évidence d’une carence 

martiale est équivalente à celle mesurée sur plasma pour une population adulte. Une 

perspective serait de comparer les résultats d’hepcidine sérique et urinaire sur collecte 

de 24h dans une plus grande population et de se centrer sur la population infantile vu 

la haute prévalence de la carence martiale (Lopez et al. 2016). La concentration en 

ferritine, reflétant les réserves en fer tissulaire ainsi que celle de la zinc-

protoporphyrine, permettant l’identification d’une érythropoièse déficiente en fer, 

pourraient être mesurées conjointement dans cette population particulière pour une 

interprétation correcte du statut fer. Le comportement rénal (Peeters et al. 2013) et la 

variation pré-analytique importante pour la mesure de l’hepcidine urinaire (Kroot et al. 

2009) compliquent l’interprétation de l’hepcidinurie. Grâce à l’ajout d’un agent 

stabilisateur, comme l’albumine bovine lyophilisée, l’hepcidinurie déterminée sur 
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collecte de 24h, pourrait s’avérer intéressante pour évaluer un déficit en fer dans une 

population pédiatrique où la prévalence des dysfonctions rénales (glomérulaire et/ou 

tubulaire) reste très faible  

L’hepcidine sérique et le TAFO sont des outils intéressants pour identifier une carence 

martiale chez le sujet âgé présentant une baisse de la concentration en hémoglobine. 

Sur base des résultats obtenus, un algorithme décisionnel est proposé dans cette 

indication. 

Les valeurs basales d’hepcidine sont corrélées avec la réponse aiguë après 

administration de fer oral. Une perspective future serait d’évaluer si la valeur 

d’hepcidinémie basale et la réponse aiguë au test d’absorption au fer oral pourraient 

prédire la réponse optimale en fer oral à long terme, caractérisée par une 

augmentation du taux d’hémoglobine de plus de 2 g/dL après 3 semaines de traitement 

(Girelli et. 2018). Pour évaluer cette hypothèse, un nouveau projet d’étude sera initié 

très prochainement. La cohorte de patients étudiés sera une population dans laquelle 

le risque de co-morbidités et de médications multiples sera minimisé. Elle incluera des 

jeunes femmes présentant une anémie sur carence martiale. Celles-ci seront référées 

au service de gynécologie pour évaluation de saignements menstruels importants et 

placées sous supplémentation en fer per os. Nous établierons si l’hepcidinémie basale 

pourra être prédictive d’une réponse ou d’une absence de réponse au fer oral. En effet, 

les traitements de supplémentation en fer oral sont réalisés durant une période de trois 

mois minimum et peuvent s’accompagner d’effets indésirables tels que troubles 

digestifs et perturbation du microbiote (Girelli et al. 2018). Parmi les patientes 

adressées en consultation d’hématologie pour mise au point de saignements 

menstruels abondants, il est estimé que 38% d’entre elles sont réfractaires au 

traitement per os en fer (Hershko & Camaschella 2014). En mesurant précocément un 

biomarqueur prédictif d’une absence de réponse au fer oral, un passage immédiat à 

une forme parentérale pourra être proposé pour améliorer de la qualité de vie de ces 

patientes. 
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