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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre 1 : Introduction au métabolisme du fer

Il est impossible de débuter un chapitre introductif sur le métabolisme du fer
sans souligner tout le caractere vital de cet oligoélément. De numéro atomique 26, ce
dernier remplit un réle essentiel pour presque tous les organismes vivants, constituant
le fondement de nombreuses fonctions biologiques cruciales. Dans cette thése, nous
explorons de nouveaux acteurs de I'homéostasie du fer a travers I'étude de la

régulation de I'hepcidine.

La perspective de ces travaux est d’élargir notre compréhension des
mécanismes de régulation de cette hormone et ainsi ouvrir la voie a des avancées
significatives dans la recherche biomédicale. Ainsi, pour comprendre tous les enjeux
de ce projet, il apparait important de poser un cadre et d’'introduire ce qui est connu a

ce jour sur le métabolisme du fer et ses régulateurs.

Importance du fer chez les mammiferes

On estime qu’il est retrouvé entre 3 et 4 grammes de fer dans chaque individu
adulte, présent sous la forme d’ions ferriques (Fe3*) ou ferreux (Fe?*). La forme
ferreuse du fer est celle principalement utilisée dans les processus biologiques.
Cependant, en milieu aérobie, ce fer ferreux est rapidement oxydé en fer ferrique,
devenant alors peu soluble & pH neutre et réduisant ainsi sa biodisponibilité. Dans ce
contexte, les organismes ont développé des mécanismes qui conservent le fer, ne
perdant quotidiennement qu’une faible quantité d’environ 1 a 2mg*. Comme expliqué
précédemment, le fer est impliqué dans divers processus physiologiques importants,

notamment en raison de ses propriétés redox particuliéres.



Tout d’abord, un des réles majeurs du fer réside dans le transport de I'oxygéne
dans le sang?. En effet, chez les étres humains, le fer est principalement présent dans
I'neme de I'hémoglobine (Hb) et de la myoglobine, des protéines qui assurent
respectivement le transport de I'oxygéne dans le systéme circulatoire et le stockage
dans les muscles squelettiques et le myocarde. L'heme constitue un groupement
prosthétique contenant un atome de fer en son centre. La biosynthése de I'heme se
déroule principalement dans deux sites, le foie et la moelle osseuse (environ 75% de
I'néme est produit au sein des érythroblastes de la moelle osseuse). Dans le foie,
I'hneme est principalement utilisé pour la biosynthése des cytochromes P450, des
enzymes cruciales pour la métabolisation de diverses substances endogenes telles
que les composeés stéroides, les vitamines, ou encore des xénobiotiques tels que les

médicaments et les toxiness.

Le réle du fer n'est cependant pas réduit a 'oxygénation des tissus. En effet,
outre son association avec ’héme, on le retrouve également complexé au soufre pour
former un groupement Fe/S ou cluster Fe/S#. Ce complexe agit comme cofacteur dans
de nombreuses réactions enzymatiques impliquées dans les fonctions fondamentales
de synthése et de réparation de 'ADN. Au sein de ces réactions, on peut citer les
enzymes ADN polymérases et primases réplicatives, les ADN hélicases, les
nucléases, les glycosylases et les déméthylases, ainsi que les ribonucléotides
réductases. Par ailleurs, le fer joue un réle essentiel dans la progression du cycle
cellulaire. Une déficience intracellulaire en fer conduit a l'inhibition des complexes

Cdk/Cyclines, entrainant ainsi un arrét du cycle cellulaire aux phases G1 et S°.

De plus, le fer est également un élément clé du métabolisme énergétique. En
effet, c’est a I'intérieur des mitochondries que survient la biogénése des clusters Fe/S.
C’est par ailleurs au sein méme de ces organites que ces clusters remplissent un role
important comme cofacteur de protéines de la chaine respiratoire mitochondriale,
comme par exemple la NADH déshydrogénase, enzyme permettant in fine, la
production d’ATPS,

Pour résumer, le fer est un élément vital pour la croissance, le développement
et la survie a long terme de la plupart des organismes aérobies. Cependant, bien

gu'indispensable, un excés de fer peut étre préjudiciable en provoquant la synthése
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de radicaux libres par le biais de la réaction de Fenton (Fe?*+ H202 — Fe3* + OH" +
HO"). Celle-ci, premierement décrite en 19347, peut engendrer de graves dommages
aux cellules via la production de radicaux libres a I'origine d’un stress oxydatif?. Une
trop forte quantité de fer est donc délétére et pour cette raison, sa quantité doit étre

finement régulée dans les organismes.

1. Processus d’absorption duodénale du fer

Les mammiféres sont incapables d’excréter physiologiquement le fer. La
guantité journaliére perdue, d’environ 1 a 2mg (moyenne des individus car cette valeur
est plus élevée chez les femmes en raison des pertes sanguines menstruelles?), doit

donc étre finement compensée par I'absorption intestinale, sans générer d’exces.

Dans la lumiere intestinale, le fer alimentaire, présent sous forme de fer
inorganique et d'héme, est capté par les entérocytes au niveau du duodénum. Le fe3*
inorganique non héminique est rendu soluble en raison du faible pH de la lumiéere
duodénale, puis il est réduit en fe?* par la ferriréductase cytochrome b duodénale
(DCytB) présente sur la membrane apicale des entérocytes®. Enfin, il est absorbé par
le transporteur de métaux divalents 1 (DMT1)°. Le fer lié a 'héme peut également étre
absorbé par les cellules intestinales, notamment par le transporteur « Heme Carrier
Protein 1 » (HCP1) puis dégradé dans I'entérocyte par 'héme oxygénase (HO-1)<.
Une fois a l'intérieur du cytosol, le fer sous forme Fe?* peut étre soit utilisé a des fins
cellulaires spécifiques, soit exporté vers la circulation sanguine par le seul transporteur
de fer connu a ce jour, la ferroportine (FPN)!!. Cette protéine est présente au pole
basal des entérocytes ainsi qu’a la surface des macrophages et des hépatocytes.
Dans les entérocytes, la ferroportine est couplée a une ferrioxidase appelée
héphaestine (synthétisée par le foie) qui le transforme sous sa forme ferriqgue Fe3*

avant sa libération dans la circulation sanguine.

Il est important de noter que le fer intracellulaire en exces, qui n'est ni exporté
ni utilisé, forme ce qu'on appelle le « pool de fer labile » (LIP). Ce surplus est stocké

dans une protéine appelée ferritine qui, de par ses propriétés, permet de maintenir le
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fer dans une « cage » physique, sous une forme chimique Fe3* insoluble, empéchant
ainsi tout stress oxydant!?. Le transport du fer vers les ferritines est médié par des
protéines chaperonnes (PCBP1 et 2)°. A linverse, le fer stocké dans la ferritine est
libéré dans le cytosol par le biais du coactivateur du récepteur nucléaire cargo 4

(NCOA4), dans un processus de dégradation connu sous le nom de ferritinophagie!s.

Lumiére duodénale

Heme

HCP1
APICAL

Entérocyte

Ferritine

BASAL Héphaestine FPN

"
Circulation @ @
sanguine

Figure 1 : Absorption du fer issu de I'alimentation par les entérocytes du duodénum

Au pole apical des entérocytes du duodénum, le fer alimentaire Fe3* est absorbé par DMT1
aprés avoir été réduit en fer ferreux Fe?* par 'enzyme DcytB. En exces, il peut étre stocké
dans la ferritine, le rendant chimiquement inerte. Au besoin, le fer est exporté vers la circulation
sanguine via la ferroportine, unique exportateur connu a ce jour. Au péle basal, il est
immédiatement oxydé en Fe*', avant d’étre pris en charge dans le sang par la transferrine.
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lll.  Transport et acquisition du fer dans les cellules

1. Transport du fer dans la circulation sanguine

Le fer qui franchit la barriere épithéliale intestinale se retrouve donc dans la
circulation sanguine sous sa forme Fe3*. Ce fer représente environ 5% du fer
plasmatique puisque les 95% restants proviennent du recyclage par les macrophages
de la rate et du foie'4. Comme expliqué en amont, le mécanisme par lequel cet élément
se retrouve dans la circulation est dépendant de la FPN. Cette protéine multi-
transmembranaire est exprimée au péle basolatéral des entérocytes et a la surface
des hépatocytes et macrophages!®. Notons que cette derniére est également
impliquée dans la régulation du fer durant la gestation puisqu’elle est exprimée au
niveau placentaire et permet I'export du fer maternel vers le foetus'®. La déplétion de
la FPN dans un modéle murin est |étale pour 'embryon, démontrant son caractere
essentiel pour I'apport en fer au foetus. D’un point de vue fonctionnel, le mécanisme
d’export vers la circulation plasmatique par la FPN est sous le contrdle de I'hepcidine,

chef d’orchestre de 'homéostasie martiale, qui fait I'objet du chapitre 2.

Une fois retrouvé dans le compartiment sanguin, le fer est alors fixé par la
transferrine (TF), une protéine synthétisée par le foie qui peut théoriquement lier deux
ions ferriques. Lorsqu’elle ne lie aucun atome de fer, la transferrine est appelée apo-
transferrine. Chez la souris, dans des conditions physiologiques, environ un tiers de la
TF circulante est saturé de fer’. Le complexe diferrique de la transferrine qui est
appelé holo-transferrine, est la forme de fer essentiellement utilisée par la plupart des
cellules de I'organisme. Un pH de 7,4 est optimal pour permettre une affinité maximale
entre le fer et la TF. Les principaux utilisateurs de ce fer sont les cellules érythroides,
qui lincorporent lors du processus de synthése de [I'hémoglobine durant

I'érythropoiese.
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2. Acquisition du fer par les cellules de I'organisme

Pour acquérir le fer lié a la transferrine, les cellules expriment des récepteurs
spécifiques dont le principal est le récepteur de la transferrine 1 (TFR1) codé chez la
souris par le gene Tfrc et présent de fagon ubiquitaire a la membrane de toutes les
cellules. Une fois lié a TFR1, le complexe holo-TF-TFR1 est internalisé par endocytose
médiée par la clathrine'®. Cela permet au fer de pénétrer dans la cellule sous forme
de mono ou diferric-transferrine. A I'intérieur de la cellule, I'acidification de I'endosome
par des pompes a proton diminue I'affinité du complexe Fe-TF et favorise la libération
du fer'®. Ce fer ferrique (Fe®*) libéré est réduit en fer ferreux (Fe?*) par des protéines
réductases spécifiques, telles que la protéine STEAP3 (« six-transmembrane epithelial
antigen of prostate 3 ») puis exporté dans le cytosol par le transporteur DMT1%°. Le fer
ferreux ainsi acquis peut étre utilisé pour une variété de fonctions cellulaires. Lorsque
la concentration intracellulaire en fer augmente, les cellules réduisent I'expression de

TFR1 pour limiter les entrées de I'élément?L.

Il convient de souligner que I'holo-transferrine peut également se lier au
deuxiéme récepteur a la transferrine connu a ce jour (TFR2) codé par le géne Tfr222.
Il existe une forte homologie entre les récepteurs TFR1 et TFR2. Néanmoins, I'affinité
de TFR2 pour la transferrine est 25 fois moins importante que pour TFR123. De plus,
bien que le réle de TFR2 soit encore assez flou, il assure des fonctions différentes de
TFR1. En effet, TFR1, retrouvé dans toutes les cellules est principalement impliqué
dans l'acquisition cellulaire du fer, alors que TFR2 est surtout présent dans les
hépatocytes, les cellules érythroides et les ostéoblastes?>2425, || est stabilisé a la
surface cellulaire par I'holo-transferrine, ou il exerce des fonctions régulatrices de

I'homéostasie du fer?.

Il existe des mécanismes d’acquisition du fer indépendants de TFR1. En effet,
bien que ce dernier soit la principale source de fer dans les organes, elle n‘en est pas
le seul moyen. Nous avons vu précédemment qu’en condition d’équilibre
homéostasique, environ un tier de la transferrine circulante est chargé de fer.
Cependant, dans les situations de surcharge en fer pathologiques, la saturation de la
transferrine augmente, ce qui conduit a la présence de fer non lié a la transferrine dans

le sang. Ce fer non lié est appelé NTBI (« Non transferin bounded iron ») et n’est pas
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utilisable par les cellules?’. Cette forme de fer est considérée comme non
physiologique car elle n'est pas présente chez les individus en bonne santé. Le NTBI
est une conséquence de la surcharge en fer et engendre une toxicité dans les tissus?2.
Il est principalement retiré de la circulation sanguine par le foie, qui stocke jusqu'a 80%

du NTBI. Le cceur, les reins et le pancréas stockent le reste.

Il a été montré que le NTBI est capté par les cellules via un transporteur appelé
ZIP14 (protéine 14 similaire a ZRT/IRT)?. Bien que cette protéine soit exprimée de
maniere ubiquitaire, son niveau d'expression est plus élevé dans le foie, le pancréas
et le cceur. En conditions normales, ZIP14 transporte le manganese de la circulation

portale vers le foie.

Enfin, Muller et al. ont récemment décrit dans des lignées tumorales une
acquisition alternative du fer, dépendante de la glycoprotéine transmembranaire
CD44?°, Les auteurs ont démontré que cette protéine, régulée a la hausse durant la
transition épithélio-mésenchymateuse, permettait I'acquisition du fer couplé au
hyaluronane, nécessaire a lactivité de certaines déméthylases. Ces travaux
soulignent le réle du fer dans la plasticité épigénétique des cellules cancéreuses et
mettent en lumiére une toute nouvelle voie d’acquisition du fer qui pourrait étre

intéressante d’étudier dans un contexte indépendant de celui du cancer.
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Figure 2 : Acquisition du fer par les cellules

Le fer lié a la TF est acquis via la liaison avec TFR1. La TF se lie au récepteur ce qui induit
'endocytose du complexe 2Fe-TF/TFR1. L’acidification de I'endosome permet alors de
séparer le fer du récepteur ainsi que de la TF. Dans I'endosome, le fer ferreux est ensuite
réduit par STEAP3 en fer ferrique puis ce dernier quitte I'endosome via DMT1. Dans le
cytoplasme le LIP en excés est stocké dans la ferritine. Il peut aussi étre utilisé par les
mitochondries notamment pour la biosynthése de 'héme et des clusters Fe/S. Enfin, il peut
également étre exporté par la FPN puis oxydé par la céruléoplasmine. Notons que I'export du
fer est uniquement possible dans les cellules qui expriment la FPN. Par ailleurs, dans certaines
conditions dans lesquelles le fer est en exces, le NTBI peut étre acquis par les cellules via
ZIP14.
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IV. Mécanisme de recyclage du fer par les macrophages

Comme expliqué en amont, en conditions physiologiques, 95% du fer de
l'organisme est fourni par le recyclage des macrophages du systéme
réticuloendothélial. Ce fer est extrait de I’'héme présent dans les globules rouges (GR)
sénescents qui ont été phagocytés par les macrophages lors d’'un mécanisme appelé
érythrophagocytose®. Les macrophages tissulaires spécialisés dans le recyclage du
fer comprennent les macrophages spléniques de la pulpe rouge (RPM) et les cellules
de Kupffer (KC), macrophages résidant dans le foie.

L’initiation de ce mécanisme est déclenchée par des marqueurs de sénescence
présents a la surface des GR induisant un signal « eat me » pour les macrophages.
Ces signaux sont par exemple le regroupement en « cluster » de la protéine Band33!
ou encore l'augmentation du nombre de phosphatidylsérines (PS) sur le versant
externe de leur membrane plasmique®?. Il existe également des signaux « don’t eat
me » correspondant a des antigenes exprimés a la surface des globules rouges
jeunes/intacts, comme par exemple la protéine de surface CD47. La baisse de cet
antigéne favorise la reconnaissance du globule rouge par le macrophages pour son
érythrophagocytose3. Ces différents marqueurs sont reconnus par des récepteurs du
macrophage dits « scavengers » tels que SIRPa, G6P, TIMD4, CR3, l'intégrine CD51,
une famille de récepteurs tyrosine kinase « TAM » (AXL et MERTK), des récepteurs
FC ou encore CD36, déclenchant ainsi I'érythrophagocytose®*. Une fois internalisés
dans les macrophages, les phagosomes fusionnent avec les lysosomes pour former
des phagolysosomes, a I'intérieur desquels les globules rouges sont dégradés. L'héme
issu de I'hémoglobine est transporté dans le cytoplasme par HRG1 et HCP1, tandis
que le fer ferreux est libéré lors du catabolisme de I'héme par I'enzyme heme
oxygénase HO-1, codée chez la souris par le géne Hmox®. Le fer cytosolique peut
alors étre utilisé dans divers processus cellulaires, stocké au sein de la ferritine ou étre
exporté par la ferroportine en fonction de la demande. Lors de son export, ce dernier
sous sa forme Fe?* est oxydé en fer Fe3* par la céruléoplasmine (CE)3¢. Comme vu en
amont dans les entérocytes, ce mécanisme d’export est contr6lé par I'hepcidine

(chapitre 2).
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Figure 3 : Erythrophagocytose des globules rouges sénescents et recyclage du fer par les
macrophages

Les globules rouges agés expriment différents antigénes a leur surface (PS, Band3, CD47,
etc..) qui sont reconnus par des récepteurs présents a la membrane des macrophages (TAM,
TIMD4, CD36, etc..) induisant un mécanisme d’érythrophagocytose. Les GR endocytés sont
lysés dans le phagosome puis 'héme est exporté vers le cytoplasme via HRG1. Une fois
catabolisé par 'HO-1, le fer sous sa forme Fe?" peut étre stocké au sein de la ferritine ou
exporté via la FPN. Il est immédiatement oxydé en Fe®* par la céruléoplasmine, avant d’étre
pris en charge dans le sang par la transferrine.
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Il existe également une voie alternative de recyclage du fer. En effet, des études
ont montré qu’en condition physiologique chez 'Homme, un peu plus de 10 % des
globules rouges peuvent subir une hémolyse intravasculaire, libérant ainsi de
I'hémoglobine libre®’. Dans ce contexte, les hépatocytes produisent des protéines
tampons telles que I'haptoglobine et ’hémopexine qui vont respectivement se lier a
I'hnémoglobine et I'néme383°, Le récepteur CD163, exprimé par les RPM et les KC,
permet ensuite de piéger le complexe Hb-haptoglobine?® tandis que CD91,
principalement retrouvé dans les hépatocytes mais tout de méme présent dans les
macrophages, capte 'héme-hémopexine . Les deux complexes sont ensuite éliminés
par 'HO-1.

Dans des conditions d’équilibre homéostasique, le processus de recyclage des
érythrocytes prédomine dans la rate, ou les RPM sont spécialisés dans le recyclage
des globules rouges ageés. Cependant, dans des situations pathologiques comme
'anémie hémolytique ou inflammatoire, des monocytes peuvent migrer vers le foie et
se différencier en macrophages spécialisés dans le recyclage du fer?l. Ces éléments
mentionnés sont développés plus en détails dans le dernier chapitre, consacré aux
macrophages (chapitre 4). En effet, les cellules de Kupffer que nous venons
d’introduire, ont été au cceur des problématiques abordées dans ce projet de
recherche dans lequel nous avons testé leur implication directe dans la régulation de

I'hepcidine.

En résumé, le métabolisme du fer constitue un cycle qui comprend des étapes
d’absorption, de transport, d’utilisation et enfin de recyclage. Au centre de ce cycle se
trouve une hormone clé : I'hepcidine, qui régule la quantité de fer sériqgue dans

'organisme. Cette derniére fait I'objet du chapitre suivant.
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Chapitre 2 : L’hepcidine, chef d’orchestre de

I’homéostasie martiale

Comme il n’existe pas de mécanisme actif d'élimination du fer dans I'organisme,
son homéostasie est soigneusement régulée. Les flux de fer sont contrélés a différents

niveaux, tant a I'échelle systémique qu’au niveau cellulaire?.

Ces régulations ont pour but de maintenir un équilibre entre les besoins
spécifiques des cellules et les demandes globales de I'organisme, tout en prévenant
I'accumulation nocive de fer. Pour limiter I'absorption ou le stockage excessif de fer,
des protéines régulatrices ont été identifiées. Les protéines qui interviennent dans ces

processus doivent également subir une régulation précise.

Dans cette partie, nous nous concentrons principalement sur la régulation
systémique du fer par I'hepcidine. Cette hormone, sécrétée par les hépatocytes,
constitue I'élément central de la régulation de 'homéostasie martiale et 'ensemble de

ce projet s’est articulé autour de la régulation de cette derniére.

Ainsi, nous détaillons ici ce qui est connu a ce jour sur I'hepcidine et ses
principaux régulateurs et décrivons les différents contextes physiopathologiques dans

lesquels celle-ci peut étre stimulée ou inhibée.
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Introduction autour de I’hepcidine

1. Découverte et lien avec ’homéostasie du fer

L’histoire de I'nepcidine commence au tout début du 21¢™¢ siécle lorsque Krause
et al. isolent et caractérisent un peptide humain doté d’une activité antimicrobienne.
Ce peptide qu’ils nomment alors « LEAP-1 » (liver-expressed antimicrobial peptide 1)
est principalement exprimé dans le foie et circule dans le plasma humain. Dans leurs
travaux, les auteurs caractérisent LEAP-1 par spectrométrie de masse et le décrivent

comme un molécule contenant 25 résidus repliés par 4 ponts disulfures*?.

En 2001, ce peptide est isolé des urines humaines par une équipe de
chercheurs américains. Le peptide, retrouvé sous deux formes de 20 et 25 acides
aminés, est alors appelé « hepcidine », « Hep » en raison de son origine dans le foie

et « cidine » pour ses propriétés antimicrobiennes*.

Quelques mois plus tard, deux équipes francaises indépendantes dirigées
respectivement par les Dr Olivier Loreal et Sophie Vaulont, établissent un lien entre fer
et hepcidine. Il est ainsi montré que le géne de I'hepcidine est surexprimé dans un
modeéle murin de surcharge en fer#4. Les auteurs suggerent que le géne de I'hepcidine
pourrait jouer un role spécifique lors d’'une accumulation de fer dans I'organisme et
donc présenter des fonctions distinctes de son activité antimicrobienne premiérement
décrite. De plus, Gaél Nicolas et al. décrivent que des souris déficientes en hepcidine
(souris Usf27- : un géne trés proche du locus de I'hepcidine) présentent une surcharge
en fer mimant un phénotype d’hémochromatose, une maladie héréditaire causée par
une mutation du géne Hfe entrainant une surcharge en fer®. Lui et son équipe
proposent alors que cette hormone régule négativement I'absorption du fer intestinal

ainsi gue son export par les macrophages.

L’année suivante, la méme équipe démontre qu’'une surexpression de
I'hepcidine dans un modéle murin, induit une forte carence en fer a l'origine d’'une
sévere anémiet. Cette découverte confirme alors le rble central de cette hormone

dans ’homéostasie du fer.
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2. Synthése et localisation

Chez I'Homme, l'hepcidine est codée par le gene HAMP, situé sur le
chromosome 19 en position q13.1 et composé de trois exons. Chez la souris, deux
génes homologues, Hampl et Hamp2, se trouvent dans la méme région du
chromosome 7. Ces deux génes sont la résultante d’'une duplication du géne ancestral
de I'hepcidine et du géne adjacent Usf2 localisés sur le chromosome 74’. Hamp1,
partageant 90 % de similarité avec la séquence humaine, régule de maniére similaire

le métabolisme du fer4.

L'hepcidine est initialement synthétisée sous forme d'un pré-propeptide de 84
acides aminés, nécessitant deux clivages pour atteindre sa forme mature de 25 acides
aminés*®. Cette forme mature, fortement cationique, posséde huit cystéines formant
quatre ponts disulfures, ainsi qu'un segment en N-terminal conservé au cours de
I'évolution. Ce segment est crucial pour son interaction avec la FPN, principal
exportateur du fer dans I'organisme dont le mécanisme est détaillé dans la partie
suivante*®. Bien que principalement sécrétée sous forme de 25 acides aminés, des
formes tronquées de 22 et 20 acides aminés sont également présentes chez I'Homme,
mais a des concentrations plus faibles®. L'hepcidine-20, retrouvée dans le plasma et
les urines, présente une activité antimicrobienne et antifongique plus importante que

I'nepcidine-25 a pH acide, mais sans capacité de liaison a la FPN.

3. Mode d’action de I'hepcidine : I'axe hepcidine-ferroportine

L'équilibre des mouvements de fer dans l'organisme dépend d'un contréle
rigoureux de divers parametres. Cela inclut I'absorption intestinale du fer, la gestion
adéquate des réserves de fer par les hépatocytes et le recyclage par les macrophages.

Cet équilibre est en majeure partie régulé par I'axe hepcidine-ferroportine.

La ferroportine est une protéine composée de 12 domaines transmembranaires
et est présente principalement au péle basal des entérocytes de l'intestin, a la surface

des macrophages du systeme réticulo-endothélial et a la membrane apicale des
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cellules hépatiques®. On la retrouve toutefois dans d’autres types de cellules comme
les cardiomyocytes®?, dans I'épiderme®3, ou encore dans les cellules endothéliales®*.

Cependant son expression depuis ces cellules ne régule pas le fer systémique.

Le réle principal de la ferroportine est de permettre I'exportation du fer stocké a
l'intérieur des cellules vers le milieu extracellulaire®. Ainsi, dans les entérocytes, elle
est responsable du transport du fer absorbé par les cellules intestinales dans la
circulation sanguine, tandis que dans les macrophages, elle permet la libération du fer
récupéré a partir des globules rouges phagocytés. Depuis les hépatocytes, elle permet
I'approvisionnement dans le sang du fer stocké dans le foie. Dans ce contexte, le role

de I'hepcidine est de bloquer ce mécanisme.

Des travaux pionniers ont décrit que lorsque les niveaux d'hepcidine
augmentent, la protéine se lie par son domaine N-terminal a une boucle extracellulaire
de la ferroportine. Cette liaison déclenche un changement conformationnel induisant
son internalisation et sa dégradation par le protéasome, ce qui réduit I'exportation du
fer’956, A [linverse, lorsque les niveaux d'hepcidine diminuent, la ferroportine est

stabilisée a la surface cellulaire, favorisant ainsi 'augmentation du fer sérique.

Cependant, une étude plus récente datant de 2018 a montré que I'’hepcidine

peut également inhiber I'export du fer par un mécanisme d’occlusion du transporteur®’.

Enfin, il a également été montré que la liaison de I'hepcidine a la ferroportine
est couplée a la liaison du fer, avec une augmentation de l'affinité de I'hepcidine
multiplié par 80 en présence du fer. Ces résultats suggerent un modele de régulation
de la ferroportine par I'nepcidine, ou seules les molécules de ferroportine dans des
cellules chargées en fer sont ciblées pour la dégradation®®.

39



Hépatocytes

"~ Hepcidine

Circulation sanguine
~

\@

FPN
J

—

Entérocytes Macrophages

4 [ 4 [
| Ll | Ll

Peudhepcidine ° Equilibre * Trop d'hepcidine
Surcharge en fer homéostasique  Carence en fer

Figure 4 : Régulation systémique du fer sérique par I'hepcidine

L’hepcidine produite par les hépatocytes du foie induit I'occlusion et la dégradation de la
ferroportine exprimée a la surface des hépatocytes, des entérocytes et des macrophages.
L’absorption du fer alimentaire et I'export de I'élément issu du recyclage des GR par les
macrophages sont alors inhibés, diminuant ainsi la concentration de fer dans la circulation
sanguine. En résumé, la quantité de fer sérique est inversement proportionnelle a la production
d’hepcidine. Une diminution trop forte de la concentration en hepcidine méne a la surcharge
en fer tandis qu’une trop forte production induit une carence.
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En résumé, la ferroportine est un composant essentiel du systeme de régulation
du fer systémique dans I'organisme, assurant les mouvements appropriés du fer entre
les compartiments cellulaires et le milieu extracellulaire. L'axe hepcidine-ferroportine
empéche ainsi la formation de NTBI, qui se produit lorsque le fer entrant dans la

circulation sanguine dépasse la capacité de liaison du TF.

4. Action locale de I'hepcidine

Nous venons de voir que I'hepcidine joue donc un role central dans le contrdle
du métabolisme du fer et est exprimée principalement par les hépatocytes. Toutefois,
la littérature scientifique décrit un rdéle local de I'hepcidine dans divers tissus et organes

du corps humain, manifestant ainsi ses multiples fonctions physiologiques.

Au niveau rénal, elle est produite dans le segment large ascendant cortical et
les tubes connecteurs, agissant de maniere paracrine pour réguler le métabolisme du
fer spécifiqgue aux cellules rénales. Dans I'estomac, les cellules pariétales expriment
I'nepcidine en réponse a une infection bactérienne, notamment lors d'une infection par
Helicobacter pilori, soulignant son rdéle dans la réponse immunitaire premieérement
décrit a sa découverte®. Dans le cceur, I'hepcidine est régulée par I'hypoxie et
I'inflammation dans les cardiomyocytes, jouant un réle crucial dans le maintien de
I'homéostasie du fer prévenant ainsi l'insuffisance cardiaque®. L'hepcidine présente
également des propriétés antimicrobiennes dans la peau et dans l'intestin, ou elle agit
respectivement en recrutant des neutrophiles lors d'infections bactériennes et en
séquestrant le fer pour réduire la survie bactérienne®. Un role dans la
physiopathologie du psoriasis a également été décrit pour I'hepcidine. En outre, dans
la prostate, elle est exprimée par les cellules normales et tumorales, favorisant la
survie des cellules cancéreuses par la séquestration du fer, et est régulée par des
voies de signalisation telles que BMP4, BMP7 et Wnt®°. Dans le placenta, I'hepcidine
produite par les cellules trophoblastigues est susceptible de jouer un réle
antimicrobien, bien que les interactions avec la ferroportine restent encore a élucider.
De plus, certaines cellules immunitaires sont également impliqguées dans la production
d’hepcidine. En effet, il a été décrit que les cellules dendritiques conventionnelles
produisent 'hormone dans lintestin en réponse aux signaux du microbiote. En

conséquence, cela limite I'export de fer par les phagocytes intestinaux, protégeant
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ainsi les tissus contre linfiltration microbienne et favorisant la cicatrisation des
mugueuses®!. Enfin, I'expression de I'hepcidine peut-étre induite dans divers autres
cellules immunitaires notamment des cellules de la lignée myéloide comme les
monocytes ou encore les neutrophiles®?-64, Nous verrons dans le dernier chapitre de
cette introduction que les macrophages sont également impliqués dans la production

de I'hepcidine.

Pour conclure, I'hepcidine est sécrétée localement au sein de divers tissus et
agit dans de nombreux processus physiopathologiques. Toutefois, I'hepcidine
hépatique semble étre le principal régulateur de 'homéostasie martiale systémique.
Cela a été démontré par des travaux de I'équipe du Dr Carole Peyssonnaux qui
décrivent que le modéle murin de délétion spécifique de I'hepcidine dans le foie
(Hamp1Ab) récapitule entierement le phénotype sévere de surcharge en fer, observé
chez les souris Hampl KO total®®. Ces données indiquent que la production extra-
hépatique d’hepcidine n’est pas suffisante pour réguler le métabolisme du fer

systémique.

5. Réqgulation de I'expression de I'hepcidine

Comme mentionné précédemment, I'’hepcidine est le principal régulateur de
I'hnoméostasie du fer. Cela signifie que cette derniere est soumise a un contréle strict
de son expression en fonction des besoins en fer de I'organisme. Il convient de noter
que I'hepcidine est principalement régulée au niveau transcriptionnel. Ainsi, plusieurs
signaux contrélent les niveaux de transcrits de [I'hepcidine produits par les
hépatocytes. Les principaux sont le statut en fer, les signaux associ€s a un processus
inflammatoire, ou encore le stress du réticulum endoplasmique qui augmentent la
production d'hepcidine, tandis que I'érythropoiése et I'hypoxie I'inhibent®. Au niveau
protéique, la matriptase-2 (MT2), une sérine protéase transmembranaire codée par le
géne TMPRSSG6, joue un rdle crucial dans la régulation de l'expression de
I'hepcidine®”. Nous reviendrons sur le fonctionnement de cette derniére a la fin de ce

chapitre.
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Figure 5 : Principaux régulateurs de I'expression de I'hepcidine

Dans les hépatocytes, I'expression de I'hepcidine est régulée dans différents contextes
physiopathologiques. Ainsi le statut en fer dans I'organisme, I'inflammation ou encore le stress
du réticulum endoplasmique stimule la transcription du géne Hampl tandis qu'un stress
érythropoiétique c’est-a-dire une condition d’hypoxie/d’anémie qui requiert la production de
nouveaux GR, l'inhibe.

La section suivante est consacrée a lillustration des différents contextes
physiologiques ou pathologiques qui induisent des mécanismes de régulation (positive
ou négative) de I'expression de I'hepcidine. Dans ce contexte, nous décrirons
I'implication de divers organes ainsi que la participation de différentes voies de
signalisations et intermédiaires protéiques qui favorisent la stimulation ou I'inhibition

de I'expression de I'hepcidine.
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Il. Régulation positive de I'hepcidine

1. Réqulation par le fer plasmatique et hépatique

En condition de carence en fer, I'hepcidine est exprimée a des niveaux réduits,
ce qui entraine une diminution de la dégradation de la FPN. Par conséquent, celle-ci
reste fonctionnelle, permettant ainsi une absorption accrue du fer par les entérocytes
du duodénum, ainsi qu'une libération plus élevée du fer stocké dans les macrophages
et hépatocytes. Cela conduit & une augmentation des niveaux de fer dans le plasma

sanguin, contribuant a rétablir I'équilibre du fer dans I'organisme®.

A Tlinverse, en cas de surcharge en fer, la production dhepcidine est
augmentée. Cette augmentation conduit a une dégradation accrue de la FPN. En
conséquence, la FPN n'est plus disponible pour permettre la sortie du fer des cellules
qui lI'expriment, telles que les hépatocytes, les macrophages et les entérocytes. Cela
entraine une rétention accrue du fer dans ces cellules, contribuant ainsi & réduire les
niveaux de fer dans le plasma sanguin et a prévenir une accumulation excessive de

fer dans l'organisme?®,

L'expression de I'hepcidine est régulée par la concentration du fer circulant lié
a la TF ainsi que par les réserves intracellulaires en fer. Cette régulation complexe
implique plusieurs protéines membranaires au niveau des hépatocytes, notamment
I'hémojuvéline (HJV), HFE et TFR2%. Bien que les mécanismes de détection du fer
extracellulaire difféerent de ceux des réserves intracellulaires, ils semblent tous les deux
activer la voie de signalisation majeure de régulation de I'hepcidine dans les
hépatocytes : la voie BMP-SMAD®°.
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a. Signalisation BMP-SMAD

La voie de signalisation des BMP (Bone Morphogenetic Proteins) est une voie
de signalisation cellulaire importante impliqguée dans de nombreux processus
biologiques, y compris le développement embryonnaire, la différenciation cellulaire, la
prolifération cellulaire, et la régulation de I'noméostasie du fer. Les BMP sont des
cytokines de la famille du TGF-B (Transforming Growth Factor-B) qui agissent comme
des ligands extracellulaires. 1l en existe plus de 20, pouvant former des homo- ou
hétérodimeres. Lorsqu'ils se lient a leurs récepteurs membranaires spécifiques, ils

déclenchent une cascade de signalisation intracellulaire.

Dans le contexte de régulation de I'hepcidine, la voie de signalisation des BMP
commence par la liaison de I'hétérodimere BMP2/BMP6 aux récepteurs de type | et
de type Il (BMPR)°. Les ligands BMP6 et BMP2 sont produits par les LSEC (Liver
Sinusoidal Endothelial Cells) et agissent de maniere paracrine sur les hépatocytes, qui
expriment les récepteurs des BMP’L72, La suppression de Bmp6 entraine une
accumulation de fer massive engendrée par une forte diminution de l'expression de
I'hepcidine dans le foie”3. De méme, la suppression de Bmp2 conduit a une forte baisse
de I'hepcidine, associée a une surcharge de fer’*. En conditions physiologiques, BMP2
est le ligand dominant car 12 fois plus exprimé que BMP672. Cependant, I'expression
de BMP6 est stimulée par les niveaux de fer hépatique, ce qui favorise une
augmentation de l'expression de I'nepcidine en cas de surcharge en fer’®. Il est
important de préciser que le mécanisme précis par lequel les cellules endothéliales
hépatiques régulent I'expression de BMP6 en fonction des niveaux de fer reste encore
peu compris. Une étude de 2022 suggere que les LSCEC ne régulent pas la sécrétion
de BMP6 de maniére autonome mais que cette régulation, en fonction du statut en fer,
dépend des hépatocytes qui sécreteraient une ou plusieurs protéines qui

fonctionneraient comme activateurs de BMP6 en présence de fer’®,

Il a été décrit quatre BMPR impliqués dans le contréle de I'expression de
I'hepcidine a la surface des hépatocytes, soit ALK2 et ALK3 faisant partie des BMPR
de type | et ACTRIIA et BMPR2 associées au BMPRII"®. Ces récepteurs forment un
complexe que l'on retrouve associé a une protéine : HJV. L’hémojuvéline est une

protéine membranaire de 50 kDa qui a été nommée ainsi en raison de son implication
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dans 'hémochromatose juvénile, une pathologie associée a des mutations de cette
derniére, qui induit chez ’'Homme une surcharge en fer avant I'age de 30 ans’’. Dans
cette pathologie, les taux d’hepcidine sont anormalement bas au regard de la

surcharge en fer, démontrant toute 'importance de HJV dans cette voie de régulation.

La régulation de I'hepcidine est donc médiée par la voie canonique des BMP.
La stimulation des BMPR par les ligands déclenche une cascade de phosphorylations
de protéines effectrices de la famille des SMAD (« Suppressor of Mothers against
Decapentaplegic »). D'abord, le BMPRI est phosphorylé par le BMPRII, puis le
complexe de protéines cytosoliques SMAD1/5/8 est phosphorylé par BMPRI. Les
complexes SMAD1/5/8 phosphorylés se lient ensuite a la protéine SMAD4 pour
transloquer vers le noyau cellulaire ou ils se fixent a une séquence spécifique sur le
promoteur des genes cibles, connue sous le nom de BMP-RE (BMP Response
Element)’°. Parmi les génes ciblés qui témoignent de l'activation de la voie BMP-
SMAD figure le gene de I'hepcidine hampl, ainsi que d'autres genes tels que 1d1,
Smad7 ou encore Atoh878.

b. Signalisation par HFE-TFR2

L'expression de I'hepcidine dans le foie est régulée en réponse aux niveaux de
fer circulant, principalement par le biais de la saturation de la transferrine'®. Cette
régulation implique des protéines telles que le deuxiéme récepteur de la transferrine,
TFR2, ainsi que le régulateur homéostatique du fer HFE, qui modulent positivement la
voie BMP-SMAD.

TFR2, qui partage une forte similarité avec TFR1, est principalement exprimé
dans les hépatocytes et les cellules érythroides. Bien qu'il puisse étre activé par la
transferrine liée au fer de la méme facon que TFR1, sa capacité de liaison est
significativement réduite (inférieure de 25 fois), et son effet fonctionnel est en
opposition a celui de TFR17°. En effet, contrairement a TFR1, qui, en se liant a la
transferrine ferrique, induit l'internalisation du récepteur et la fourniture de fer a la

cellule, la liaison de TFR2 stabilise le récepteur a la surface cellulaire®. Ce mécanisme
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favorise la régulation transcriptionnelle positive de I'hepcidine dans les hépatocytes.
Ainsi, TFR2 est considéré comme un "senseur du fer" régulant I'expression de
I'nepcidine, et des mutations au niveau de TFR2, tant chez 'Homme que chez la
souris, entrainant des profils de surcharge en fer similaires. Le fait qu'une absence de
TFR1 entraine la mort embryonnaire®! suggére que TFR2 est incapable de compenser
la perte de TFR1, mettant en évidence des roles distincts dans la régulation de

I'nepcidine.

HFE agit comme un régulateur positif de I'expression de ['hepcidine,
probablement en raison de son interaction avec les composants de la voie de
signalisation BMP, tels que TFR2 et ALK3. Cette protéine est étroitement associée a
I'hnémochromatose héréditaire. Chez I'Homme, des mutations d’HFE entrainent un
défaut d’expression de I'nepcidine, ce qui conduit a une hyper absorption intestinale

de fer et & une accumulation excessive de I'élément dans les tissus®?.

Le modeéle d'action HFE-TFR suggére que dans des conditions physiologiques
normales, HFE s'associe a TFR1, entrant en compétition directe avec la transferrine
et réduisant ainsi l'affinité apparente de TFR1 pour la transferrine. L'augmentation des
taux plasmatiques de transferrine entraine la dissociation du complexe HFE-TFR1. Le
HFE libre peut alors interagir avec TFR2, formant le complexe HFE-TFR2, ce qui induit
une cascade de signalisation conduisant a la transcription de [I'hepcidine®384,
Cependant d’autres études vont a I'encontre de ce mécanisme et suggeéerent que
I'interaction entre HFE et TFR2 n’est pas nécessaire pour I'induction de I'expression

de I'hepcidine médiée par HFE85:85,

Enfin, une récente étude basée sur un modele Tfrc KO hépato-spécifique décrit
que la principale fonction de TFR1 dans I'homéostasie du fer est d'interagir avec HFE

pour réguler I'hepcidine en réponse aux niveaux de fer sérique?”.
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2. Réqulation par l'inflammation

Le fer est un élément essentiel a la vie. Ce postulat s’applique aussi aux micro-
organismes, y compris ceux qui peuvent infecter ’lHomme et provoquer des réponses
inflammatoires dans diverses maladies. L'hepcidine a été initialement identifiée
comme un nouveau peptide antimicrobien hépatique®8. Le principal effet anti microbien
de I'hepcidine est indirect avec une action médiée par la ferroportine pour induire une
hypofferémie. En effet, en tant que mécanisme de défense, notre corps tente de
restreindre la biodisponibilité du fer et donc la croissance de l'organisme infectieux. Il
a ainsi été montré que le traitement des hépatocytes avec le lipopolysaccharide (LPS),
une molécule présente a la membrane des bactéries a Gram négatif, augmente les
niveaux d'hepcidine, fournissant ainsi le premier apercu de la facon dont notre corps

pourrait restreindre la disponibilité du fer aux agents pathogenes4.

Par la suite, de nombreuses études ont montré que [I'hepcidine est
principalement augmentée en phase aigle d’infection en réponse a des cytokines
inflammatoires telles que I'lL6 et I'lL1b et cela via la voie de signalisation JAK2-
STAT389.%0

Cette voie de signalisation est la deuxieme voie la plus étudiée en relation avec
I'nepcidine et 'hnoméostasie du fer. De maniére similaire a la signalisation BMP-SMAD,
lorsque des stimuli appropriés sont présents (par exemple, une infection), I'organisme
produit des cytokines inflammatoires qui se lient ensuite a ces récepteurs, entrainant
une cascade de signalisation aboutissant a la phosphorylation de la protéine STAT3°L,
La régulation de I'hepcidine médiée par I'lL6 est spécifique aux hépatocytes, car les
souris transgéniques avec une suppression spécifigue du géne Stat3 dans les
hépatocytes ne présentent pas d’augmentation de I'expression de I'hepcidine apres un
traitement a I'lL6. En plus de I'lL6, d'autres cytokines inflammatoires, y compris I'lL1,
I'lL22 ou encore I'INFa ont également été décrites comme influencant la synthese de
I'hepcidine par STAT39%%%,

Des données provenant d'études sur modeles murins suggérent également
gu'une certaine communication est possible entre la régulation de I'hepcidine médiée

par BMP et STAT. La régulation de I'hepcidine par I'lL6 nécessite également SMAD4
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et cette induction semble étre médiée par un élément de réponse BMP dans le
promoteur de I'hepcidine®* . |l a également été observé que le LPS peut induire la
phosphorylation de Smad1/5/8 en I'absence de BMP6°. L'augmentation induite par le
LPS des niveaux de P-SMAD1/5/8 a été attribuée a une signalisation non canonique
par un autre ligand de la superfamille TGFB, I'activine B%-97, De plus, il a été constaté
que cette communication nécessite le BMPR : Alk3 ou une injection d'IL6 n'a pas

augmenté la synthése d'hepcidine dans le foie de souris Alk3 KO%.

Par ailleurs, il convient d’ajouter que lors de linflammation, une diminution de
I'expression de Tmprss6 est observée. Cela a notamment été montré lors
d’expériences de traitement de souris avec du LPS ou en stimulant des hépatocytes
avec de I'lL-6. Cette diminution est indépendante de la voie des BMP/SMAD, mais
associée a une diminution de la phosphorylation de STAT5%. En conséquence, la
diminution de TMPRSS6 permet une augmentation de l'expression de I'hepcidine en

réponse a l'inflammation.

Pour conclure, la compréhension des mécanismes de régulation de I'hepcidine
lors de l'inflammation demeure un enjeu majeur. En effet, en cas d’infection chronique
et donc de persistance d’une inflammation, I'hypofferémie résultant d'une activation
chronique de I'hepcidine entraine une réduction de la synthese de 'hémoglobine et en
conséquence une anémie. Ces troubles sont connus sous le nom d'anémie de
I'inflammationt®. L’étude fondamentale de nouveaux mécanismes inhibiteurs de
I'hepcidine dans laquelle cette thése s’integre est donc intéressante pour la recherche

clinique ciblant ce type de maladies.
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lll.  Régulation négative de I'hepcidine par I’érythropoiése

1. L’érythropoiése

L'érythropoiese est le processus de formation des érythrocytes, ou globules
rouges, dans l'organisme. Chez 'Homme, ces cellules sanguines, au nombre de
2.5.10%3, sont essentielles au transport de I'oxygéne des poumons vers les tissus et
au transport du dioxyde de carbone dans le sens inverse pour élimination'°!, La durée
de vie d'un globule rouge est de 120 jours (et environ 40 chez la souris). Pour assurer
un renouvellement efficace, le corps produit environ 2.5 millions de GR chaque
seconde'®!., Au sein de chaque globule rouge se trouve une grosse quantité
d’hémoglobine (270 Millions/GR), une protéine qui de par ses propriétés physico-
chimiques, permet de lier 'oxygéne du sang grace aux atomes de fer contenus en son
centre, sous forme d’héme. La production d’hémoglobine est un processus coordonné
qui nécessite un apport paralléle de fer. Environ 80 % du fer circulant est utilisé par les
cellules érythroides pour ce processus, ou il est principalement consommeé sous forme
de 2Fe?*-TF. Cependant, les quantités de fer absorbées quotidiennement (environ 1 a
2 mg) ne suffisent pas a répondre aux besoins élevés des cellules sanguines, qui
nécessitent environ 25 mg de fer par jour pour la synthése de I'némoglobine?. Cela
signifie que l'organisme doit réguler la distribution, le stockage et le recyclage du fer

pour garantir son adéquation aux besoins de I'érythropoiese.

L'érythropoiése se déroule principalement dans la moelle osseuse, ou des
cellules souches multipotentes se différencient progressivement en érythrocytes
matures sous l'influence de I'hormone érythropoiétine (EPO), produite principalement
par les reins en réponse a des signaux de faible taux d'oxygene dans le sang. C’est
un processus complexe impliqguant une seérie de différenciations cellulaires. Voici les
étapes principales de [I'érythropoiese : tout d’abord, des cellules souches
hématopoiétiqgues (CSH) se trouvent dans la moelle osseuse et ont la capacité de
s’auto renouveler et se différencier en différents types de cellules sanguines, y compris
les érythrocytes. Ces CSH se difféerencient en BFU-E (« Burst Forming Unit —

Erythroid ») qui sont des précurseurs immatures des érythrocytes. Ces cellules sont
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capables de former des colonies de cellules érythroides. Les BFU-E se différencient
ensuite en CFU-E (« Colony Forming Unit — Erythroid »), qui sont des précurseurs plus
avancés. Ces cellules sont capables de former des colonies de cellules érythroides
plus spécifiques. Puis, les CFU-E se différencient en proérythroblastes, qui sont des
cellules encore immatures mais plus spécialisées dans la voie de I'érythropoiese. Les
proérythroblastes deviennent des érythroblastes, qui sont les premieres cellules
reconnaissables dans la voie de l'érythropoiese. Les érythroblastes subissent
plusieurs étapes de maturation, devenant successivement des basophiles, des
polychromatiques, et enfin des orthochromatiques. Les érythroblastes
orthochromatiques sont des cellules avancées dans la maturation, caractérisées par
leur noyau qui commence a se condenser. Ces cellules se divisent en deux voies pour
donner d'une part le pyrénocyte : c'est une cellule nucléée avec un noyau trés
condensé qui a une courte durée de vie et est destinée a étre éliminée. Et d’autre part
une cellule énucléée appelée réticulocyte qui est encore immature mais qui est préte
a étre libérée dans la circulation sanguine. Les réticulocytes subissent une derniere
maturation dans la moelle osseuse avant de devenir des érythrocytes matures qui sont
les globules rouges fonctionnels circulant dans le sang!®l. Notons qu’au fur et a
mesure de 'avancement de la différenciation, la taille des progéniteurs diminue et la

concentration totale en hémoglobine dans ces derniers, augmente1®.

Il est intéressant de préciser que dans certaines conditions d'anémie aigué
survient un phénomeéne d'érythropoiése extra médullaire. Ce processus se produit
notamment dans la ratel®. A ce moment-la, I'érythropoiése est augmentée pour
générer rapidement de nouveaux érythrocytes et répondre aux besoins accrus. Dans
certaines conditions, il a également été montré que I'érythropoiése pouvait avoir lieu
dans le foiel®. Il est suggéré que I'érythropoiése hépatique foetale et I'érythropoiése
de stress peuvent étre régulées par des mécanismes similaires, notamment par une
voie dépendante de BMP4/SMAD51%,

51



Taille

des
cellules :
Erythroblaste I
i asophile '

* Erythroblaste :Compartiment

+  polychromatique . médullaire

E Erythroblaste :
* orthochromatique v :
Synthése : Réticulocyte (), Pyrénocyte.
d'Hb ; -

. Globule rouge §Com partir_nent
E mature E Sangu|n

Figure 6 : L’érythropoiése

Chez 'adulte, I'érythropoiése a lieu dans la MO et permet la fabrication de GR a partir d’'une
CSH. Des précurseurs immatures de la lignée érythroide (BFU-E puis CFU-E) se différencient
en progéniteurs érythroblastiques. Ce proérythroblaste va alors subir différentes étapes
successives de différenciation dans lesquelles la synthése d’Hb permet son accumulation
dans ces cellules. Une étape de maturation par expulsion du noyau (pyrénocyte) permet alors
de générer un réticulocyte qui en terminant sa maturation est libéré dans la circulation
sanguine pour donner une nouveau GR.
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2. Reéqulation négative de I'hepcidine par I'érythropoiése

Comme indiqué précédemment, une grande quantité de fer biodisponible est
utilisée pour la production de nouveaux GR. Il est donc assez logique que
I'érythropoiese, en augmentant la production de GR, puisse influencer d’une
quelconque maniere les niveaux de fer dans le corps pour répondre a une demande
accrue. Cette régulation se produit en grande partie par la modulation de I'expression

de hamp1 pour laquelle I'érythropoiése entraine la suppression de son expressioni®,

Au cours des 20 derniéres années, de hombreuses équipes de recherche ont
tenté d’identifier des facteurs potentiellement impliqgués dans cette régulation. Une voie

a particulierement été étudiée, celle de 'EPO.

a. Régulation par I'érythropoiéese : 'axe EPO/ERFE/Hepcidine

L'érythropoiése dépend de plusieurs cytokines et facteurs de croissance pour
se dérouler correctement. L'une de ces cytokines est I'érythropoiétine, essentielle a
divers stades du développement des globules rouges. Des études ont montré qu'une
injection exogéne d'EPO chez I'Homme entrainait une diminution des niveaux
circulants d'hepcidine, suggérant que I'EPO pourrait étre la molécule responsable de
la régulation érythroide de I'hepcidine'®®. Cependant, des études antérieures chez la
souris contredisent cette hypothése, en indiquant que la suppression de
I'érythropoiese par des inhibiteurs a entrainé une augmentation des niveaux d'EPO
sans pour autant supprimer I'hepcidine, suggérant que I'EPO pourrait ne pas étre le
régulateur érythroide de I'hepcidine tant recherché!®,

En 1994, le Dr Clement Finch avait déja postulé I'existence d'un "régulateur
erythroide"”, une molécule soluble libérée par les érythroblastes capable d'augmenter
l'absorption intestinale du fer.'%. Ce n’est que plus tard, qu’il sera décrit que cette
protéine devrait étre produite par des érythroblastes en prolifération, car le blocage de
la prolifération cellulaire par des agents cytostatiques a atténué la régulation négative

de I'hepcidine aprés la stimulation de I'érythropoiese®®.
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Par la suite, plusieurs molécules ont été proposées comme "régulateurs
erythroides”, telles que le facteur de différenciation de croissance 15 (GDF15), un
membre de la famille des TGFf, produit et libéré par les érythroblastes en réponse a
la stimulation de I'EPO!1%, et la protéine TWSG1 (Twisted gastrulation protein homolog
1), un antagoniste de la voie BMP fortement exprimé dans les érythroblastes précoces
et les souris thalassémiques!!?. Cependant, leur roéle en tant qu'inhibiteurs in vivo de
I'hepcidine reste flou, car des études sur un modele murin Gdf15 7 ont montré que
I'absence de cette cytokine n’abolit pas la suppression de I'hepcidine, en réponse a un

stimulus érythropoiétique3.

C’est n'est qu'en 2014 que le Dr Léon Kautz et ses collegues identifient le
régulateur érythroide tant recherché, il répond au nom d'érythroferrone (ERFE)4.
Cette protéine a été identifiée en recherchant des ARNm codant pour des protéines
sécrétées spécifiques des cellules érythroides et dont I'expression était augmentée
aprés stimulation de I'érythropoiése, par injection d'EPO ou par phlébotomie. Ainsi,
lorsque les niveaux d'EPO sont augmentés, en raison d'une anémie ou d'une hypoxie,
I'expression d'ERFE est positivement régulée dans les progéniteurs érythroides et la
protéine est libérée dans la circulation. Ce mécanisme, dépendant de la voie de
signalisation JAK2-STAT5 entraine une libération d’ERFE qui inhibe I'expression de
I'nepcidine en se liant et en séquestrant plusieurs BMP, telles que BMP5, BMP7 et la
BMP6 régulée par le fer''>116, En conséquence, la baisse de I'expression de
'hepcidine entraine la stabilisation de la FPN a la surface des entérocytes, des
macrophages et hépatocytes, augmentant ainsi la biodisponibilité du fer dans la
circulation pour soutenir la synthése de I'hémoglobine dans les érythroblastes en

développement.

A un état basal, les souris Fam132 - (déficientes pour le géne codant pour
ERFE) ne présentent pas de phénotype particulier, car leurs niveaux d'hepcidine sont
comparables a ceux des souris sauvages. Cependant, lorsque les niveaux d'EPO sont
élevés, ces souris ne parviennent pas a réguler correctement I'hepcidine comme le
font leurs homologues sauvages. Elles sont ainsi retardées dans la récupération liée
a une baisse de la production de I'hnémoglobine, ne pouvant pas augmenter les entrées
de fer dans la circulation. ERFE est régulée de maniére positive dans les tissus

érythroides dans diverses conditions caractérisées par une augmentation des niveaux
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d'EPO sérique et une érythropoiése accrue. Cela inclut des situations telles que
I'anémie ferriprive, I'hypoxie et les maladies associées a une érythropoiese inefficace,
comme la béta-thalassémie. Dans ces conditions, une surproduction d’'ERFE peut

entrafner une accumulation excessive de fer, délétere pour les organismes*'’,
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Figure 7 : Mécanisme de réponse a 'anémie aigle via la suppression de I'hepcidine par des
signaux érythropoiétiques
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Lors d’'un stress anémique, I'EPO produit par les reins stimule I'érythropoiése dans la moelle
osseuse. En réponse a I'EPO, les érythroblastes produisent ERFE ce qui permet d’inhiber la
production d'hepcidine par les hépatocytes le foie. La diminution des niveaux d'hepcidine
favorise I'absorption intestinale du fer et son relargage par les macrophages, ce qui entraine
une augmentation de la biodisponibilité du fer pour I'érythropoiése, corrigeant ainsi I'anémie.

En résumé, les données a ce jour suggérent qUERFE joue un réle crucial dans
la régulation négative de I'nepcidine lors de situations d'érythropoiéese de stress aigue.
Cependant, ce mécanisme semble moins pertinent dans des conditions chroniques,

dans lesquelles d'autres voies de régulation sont probablement impliquées.

b. Reégulation par un signal hypoxique : Les HIF

L’augmentation de I'érythropoiese est la résultante des mécanismes de réponse
a I'hypoxie induits par des perturbations physiologiques, pour répondre a une
demande accrue en oxygéne. Les compartiments érythroides retrouvés
principalement dans la MO ainsi que dans la rate (et dans certaines conditions dans
le foie) dépendent d'un apport constant en fer pour répondre a cette demande, liant

ainsi les conditions d'hypoxie a I'homéostasie du fer.

Lors de I'hypoxie, une famille de protéines sensibles a la disponibilité de
'oxygéne est générée par l'organisme pour établir des solutions face au manque
d’oxygéne!!®, Ces protéines sont des facteurs de transcription inductibles par I'hypoxie
ou HIF (hypoxia inducible factor) et modulent I'expression de certains genes cibles en
se fixant sur leurs régions promotrices dans des zones trés précises appelées
« elément de réponse a I'hypoxie » ou HRE. Ces géenes cibles sont notamment

impliqués dans I'angiogenése, I'érythropoiése ainsi que le métabolisme du fer!®.

Pour résumer leur fonctionnement global, les HIF sont des facteurs de
transcription composés de deux sous-unités principales : HIF-a et HIF-f. La sous-unité
HIF-a (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a) est sensible a I'oxygéne et joue un rdle central dans la
régulation de la réponse hypoxique. La sous-unité HIF-B (appelée également ARNT

pour "aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator") est constitutivement exprimée.
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En condition normale ou normoxique, les protéines HIF-a sont hydroxylées par des
enzymes prolyl-hydroxylases (PHD) au niveau de résidus prolines spécifiques. Cette
hydroxylation dépend de la présence d'oxygéene et de fer. Les protéines hydroxylées
sont reconnues par le complexe de protéines VHL (Von Hippel-Lindau) qui les marque
pour dégradation par le protéasome. Ainsi, en présence d'oxygene, les protéines HIF-

a sont rapidement dégradées et leur activité transcriptionnelle est inhibée?°.

Lorsque les cellules sont exposées a des niveaux réduits d'oxygene, c’est a dire
I'hypoxie, I'hydroxylation des protéines HIF-a par les PHD est inhibée en raison du
mangue du substrat oxygene. En conséquence, les protéines HIF-a ne sont pas
marquées pour dégradation par le complexe VHL et s'accumulent dans le cytoplasme.
Les protéines HIF-a stabilisées transloquent alors vers le noyau, ou elles forment un
complexe avec la sous-unité HIF-B. Ce complexe HIF est alors capable de se lier aux

HRE présents dans les promoteurs de génes cibles.

Plusieurs études ont mis en évidence une régulation directe de I'hepcidine par
les HIF. 1l a été démontré que la liaison de HIF-1a et HIF-2a aux motifs HRE présents

dans le promoteur de I'hepcidine conduit a une diminution de sa production?1.122,

Par ailleurs, les conditions hypoxiques induisent la modulation de certaines
protéines de I'épithélium intestinal dans le but d’augmenter I'absorption du fer au
niveau intestinal. Le duodénum entraine la stabilisation de HIF2a pour activer des
genes cibles tels que Slclla2 (codant pour le transporteur DMT1, décrit en chapitre
1), DcytB ou encore Fpnl afin de favoriser leur synthese. Ces surexpressions ont pour
but de d’augmenter I'absorption du fer au péle apical des entérocytes mais aussi

I'export au pdle basal, indépendamment de I'hepcidine!??

L'hypoxie peut également augmenter les niveaux d'ARNm de la protéase
transmembranaire TMPRSS6, entrainant une diminution de la transcription du géne
de I'nepcidine. Un élément de réponse a I'hypoxie a ensuite été trouvé dans le
promoteur du gene Tmprss6, confirmant qu'il pourrait étre directement affecté par une

augmentation des HIF?4,
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c. Le fibrinogen-like 1, un nouvel acteur de la régulation négative de

I’hepcidine

Les données de la littérature laissent sous-entendre I'existence d’'un possible
autre régulateur négatif de I’hepcidine qui pourrait étre impliqué lors de 'anémie. En
effet, bien que les souris ERFE KO soient incapables de supprimer I'hepcidine dans
les premiéres heures suivant un stress érythroide, ces dernieres finissent par réguler
négativement I'hepcidine a des niveaux identigues aux souris sauvages!!4. Ces
données suggérent qu’un autre régulateur existe et permet la suppression de

I'hepcidine dans des phases plus tardives de 'anémie.

Trés recemment, I'équipe du Dr Léon Kautz a identifié un nouveau candidat. Il
s’agit de la protéine fibrinogene-like 1 (FGL1). FGL1 est une hépatokine de type
glycoprotéine appartenant a la famille des fibrinogenes. Son implication a déja été
décrite dans des contextes d’immunité, de cancer ou encore de métabolisme
glucidiqgue. Dans leurs travaux, les auteurs décrivent un rble suppresseur de
I'nepcidine dans des conditions d’anémie induite par hémorragie'?®. Ces derniers font
état d’'une protéine sécrétée par le foie en réponse a l'anémie de maniére
indépendante de 'EPO qui agirait comme un piégeur de BMP6 pour inactiver la voie
canonigue BMP-SMAD de l'expression de I‘hepcidine. Cependant, les données
proposées par les auteurs ne permettent pas de déterminer si FGL1 permet de

maintenir une inhibition a plus long terme.
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Figure 8 : Schéma récapitulatif des différents acteurs des voies de signalisation de
I'nepcidine

L'expression de I'hepcidine est régulée principalement par deux voies. La voie BMP-SMAD,
qui est activée par les protéines BMP2 et BMP6. Ces derniéres se lient aux BMPR présents a
la surface des hépatocytes, activant la phosphorylation des protéines SMAD1/5/8 qui vont
alors former un complexe avec SMAD4 et transloquer dans le noyau pour stimuler la
transcription de I'hepcidine en se fixant sur le BRE. La deuxieéme voie d’induction de I'hepcidine
est la voie IL-6/JAK-STAT3 qui est activée lors de I'inflammation ou I'lL6 se lie a son récepteur,
activant la kinase JAK. Celle-ci phosphoryle la protéine STAT3 qui transloque dans le noyau
pour induire la transcription de I'hepcidine via le STAT-RE. Ces voies permettent une
régulation fine de I'hepcidine en réponse aux niveaux de fer et a I'inflammation. Les protéines
ERFE et FGL1, induites en cas d’hypoxie, inhibent la voie BMP-SMAD en piégeant les ligands
BMP. La matriptase-2 permet également d’inhiber 'hepcidine pour établir des niveaux basaux
d’hepcidine, en agissant sur les BMPR. Les protéines TFR2/HFE et TFR1 sont également
indirectement impliquées dans I'expression de I'hepcidine en modulant la voie BMP-SMAD,
en fonction des niveaux de fer sanguins.
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IV. Fonction de la matriptase-2 dans larégulation négative de

I'nepcidine

Les divers régulateurs de I'hepcidine précédemment décrits dans ce chapitre
partagent tous comme point commun un mécanisme d’action endocrine. En effet, qu'ils
induisent une régulation positive ou négative de I'hepcidine, tous ces facteurs sont
sécrétés dans le sang par différents types cellulaires, agissant sur différentes voies de
signalisation dans les hépatocytes pour contrdler 'homéostasie du fer. Toutefois, un
autre régulateur existe, ce dernier est présent a la surface méme des hépatocytes et
fonctionne de maniére autocrine pour inhiber la synthése de I'hepcidine. Il s'agit d’'une
protéase transmembranaire largement exprimée par les hépatocytes : la matriptase-
2.

1. Description : structure, localisation et fonction principale

La matriptase-2 (MT2), est une enzyme protéolytigue transmembranaire
appartenant a la famille des protéases a serine. Cela signifie que son site catalytique
contient en son centre un résidu serine nécessaire au fonctionnement de I'enzyme.
Elle est codée chez ’'Homme comme chez la souris par le gene Tmprss6. D’'un point
de vue biochimique cette enzyme est structurée avec une courte partie cytoplasmique
a son extrémité N-terminale, une région transmembranaire, un assemblage complexe
de domaines extracellulaires (une région SEA, 2 domaines CUB ; 3 régions LDLRA)

et a I'extrémité C-terminale un domaine de protéase sérine de type trypsine.

La MT2 est synthétisée sous la forme d’'une pro enzyme composée d’une
simple chaine. Pour s’auto activer, celle-ci va cliver un résidu arginine au niveau d’'une
région RIVGG entre le prodomaine et le domaine catalytique'?6. Aprés l'auto activation,
il reste lié a la membrane via une seule liaison disulfure reliant les domaines pro- et

catalytiquet?’.

La matriptase-2 est exprimée principalement a la surface des hépatocytes du

foie. Elle est eégalement présente dans d'autres tissus et organes, bien que sa
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concentration puisse varier en fonction du type cellulaire et des conditions
physiologiques. On retrouve son expression dans les reins, la rate, les poumons, les
glandes mammaires, les testicules et I'utérus'?’. La matriptase-2 est principalement
impliquée dans la régulation de I'homéostasie du fer dans I'organisme. Dans ce
contexte elle agit en tant que suppresseur de I'hepcidine!?®. Ainsi, en inhibant
I'expression de I'hepcidine, la matriptase-2 favorise I'absorption du fer dans l'intestin
gréle et sa libération par les macrophages, contribuant ainsi a maintenir des niveaux

appropriés de fer dans le corps.

Le lien entre I'activité de la MT2 et la régulation du fer dans I'organisme a été
mis en évidence pour la premiére fois en 2008 lorsqu’une équipe de chercheurs a
etudié le phénotype d’'un modéle murin exprimant de fagon inductible une version
tronquée de TMPRSS6 et dépourvue de son domaine catalytique : les souris
« mask »1?°. Ces souris mask, appelées ainsi en raison de leur alopécie (perte des
poils sur pratiquement tout le corps a I'exception de la téte), développent une anémie
microcytaire hypochrome. C’est-a-dire une anémie caractérisée par des globules
rouges de taille réduite et moins concentrés en hémoglobine. Ce phénotype est la
résultante de niveaux d’hepcidine anormalement élevés en comparaison a des souris
sauvages. On dit que ces souris souffrent d’'une anémie ferriprive, c’est-a-dire une

anémie liée a une carence en fer.

Chez 'Homme, des mutations de la matriptase-2 sont a l'origine d’'une maladie

rare appelée IRIDA pour « iron refractory iron deficienty anemia »13,

2. Mécanisme de réqulation de I’hepcidine par la matriptase-2 dans le foie

A ce jour, le mécanisme in vivo exact par lequel la MT2 inhibe I'hepcidine
demeure assez mal caractérisé. Toutefois, des preuves tirées de la littérature indiquent
gue ce mécanisme dépend de la voie de signalisation BMP-SMAD. Par exemple, dans
des études in vitro, il a été démontré que la matriptase-2 peut cliver le récepteur HJV,
réduisant ainsi la signalisation BMP-SMAD et entrainant une diminution de

l'expression de I'hepcidine'?®. De plus, des observations in vivo sur des souris
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déficientes en Tmprss6 ont montré une hyperactivation de la voie de signalisation
BMP-SMAD, caractérisée par une augmentation de I'expression de 'ARNm Id1 et de

la protéine SMAD phosphorylée, dans le foie!!.

Par ailleurs, des études ont également révélé que linactivation génétique de
Tmprss6 préserve la surcharge en fer chez les souris déficientes en Hjv, renforcant
'idée que HJV est probablement un substrat de la matriptase-2. Cependant, des
recherches in vivo plus récentes ont remis en question cette hypothése en montrant
que le récepteur HJV n'est pas augmenté dans le foie des souris déficientes en
TMPRSS6, comme on pourrait s'y attendre s'il était clivé par la protéase’®?133, Ainsi,
des investigations supplémentaires sont nécessaires pour confirmer de maniere
concluante que HJV est une cible in vivo de la matriptase-2 et pour éventuellement

identifier d'autres substrats impliqués dans ce mécanisme.

Un peu plus tard, de nouvelles observations ont été faites sur le fonctionnement
physiologique de la MT2. Il a été décrit que I'administration d’EPO a des souris
Tmprss6 - n’a pas permis de corriger 'anémie microcytaire de ces derniéres'3*. En
effet, a linverse des souris WT chez lesquelles linjection d’EPO a permis
'augmentation de I'érythropoiése tout en inhibant I'hepcidine, aucune modification des
paramétres hématologiques ni de I'expression de I'hepcidine n’a été observée chez
les souris mutantes pour la MT2, en réponse a 'lEPQO*%, Ces constatations ont conduit
a la conclusion que la MT2 fonctionnelle est indispensable a la régulation négative de
I'nepcidine lors d'une érythropoiése de stress. Cependant, le role exact de la MT2
dans cette régulation n'a pas encore été défini.

Par la suite, la découverte de l'érythroferrone en tant que régulateur de
I'expression de I'hepcidine par les érythroblastes lors de I'érythropoiése a soulevé
I'nypothese selon laquelle la MT2 pourrait &tre nécessaire au bon fonctionnement de
ERFE. Il a alors été envisagé que la MT2 pourrait étre impliguée dans le traitement
protéolytique de ERFE ou d’un potentiel récepteur hépatocytaire'36. Cependant, a ce
jour, un tel mécanisme semble improbable car ERFE n’a pas besoin d'un récepteur
hépatocytaire pour exercer sa fonction puisque la protéine agit comme piégeur des
ligands BMP pour atténuer la signalisation BMP-SMAD de I'hepcidine.
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Pour résumer, a ce jour le mode d'action précis de la matriptase-2 dans la
régulation de [I'hepcidine demeure flou, et des études supplémentaires sont

nécessaires pour €lucider ce mécanisme.

3. Régulation de la matriptase-2 hépatique

Des recherches ont démontré que l'expression de la matriptase-2 peut étre
influencée par les niveaux de fer dans I'organisme. En effet, une régulation positive de
la MT2 en cas de privation en fer chez le rat a été observée pour inhiber la production
d'hepcidine!®’. De plus, chez la souris, les taux de MT2 augmentent en réponse a un
apport chronique en fer et & I'administration de BMP6, probablement pour prévenir une
surproduction d'hepcidine, suggérant un double rdle de la matriptase-2 dans le

maintien de I'équilibre du fer en réponse a sa disponibilité*3,

Par ailleurs, l'expression de I'ARNm de Tmprss6 est réprimée en cas
d'inflammation. En effet, des études sur des cellules hépatiques humaines traitées a
'IL6, ainsi que des souris traitées au LPS ont montré une régulation négative de
TMPRSS6. Cette régulation est indépendante de la voie BMP/SMAD, et se fait par le
biais de la diminution de la phosphorylation de STAT5%. Enfin, la matriptase-2 est
également positivement régulée en cas d'hypoxie et sous linfluence de

I'érythropoiétine!37.138,

4. Expression de la matriptase-2 dans les autres tissus

Bien que majoritaire dans le foie, 'expression de la MT2 est retrouvée dans
différents organes chez 'Homme et chez la souris??’. |l n’est donc pas complétement
défini que la régulation de I'hepcidine, qui demeure encore aujourd’hui assez floue, ne
soit pas sous l'influence d’'une expression de la MT2 extérieure aux hépatocytes. En
effet, la littérature est fournie de données sur la régulation de I'hepcidine par la MT2
mais la preuve exacte de sa régulation directe par les hépatocytes n’a toujours pas été

faite.
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Dans ce contexte, ces travaux de thése ont inclus un projet secondaire portant
sur le réle de la MT2 hépatocytaire dans la régulation de I'hepcidine. Pour répondre a
cette problématique, nous avons notamment développé un modele murin de délétion
spécifique de la MT2 dans les hépatocytes (Tmprssé AAP ) Nous nous sommes alors
demandé si le phénotype de ces souris, en condition basale et en réponse a un stress
de I'érythropoiése, récapitulait totalement ou seulement en partie le modele Tmprss6

- ubiquitaire.

V. Pathologies liées a une dérégulation du meétabolisme du

fer

Les maladies liées a une dérégulation du métabolisme du fer sont diverses,
allant de la carence a la surcharge en fer. De nombreuses pathologies génétiques
entrainent des défauts dans la production d'hepcidine. Les mutations conduisant a une
diminution de l'expression de I'hepcidine provoquent une accumulation de fer, a

I'origine de pathologies connues sous le nom d’hémochromatose!4:.

A linverse, une augmentation de I'expression de I'hepcidine due a une mutation
peut causer une carence en fer, comme dans les anémies inflammatoires® ou dans

le syndrome IRIDA30,

Mon sujet de thése s'est initialement articulé autour de la régulation négative de
I'nepcidine dans des conditions de stress érythroide. L'objectif était de caractériser de
nouveaux régulateurs négatifs de I'hepcidine, notamment le récepteur PAR2,
développé en suivant (chapitre 3) et ainsi déterminer si ces derniers pourraient étre
utilisés comme levier dans le traitement de certaines maladies liées a des dérégulation

de I'hepcidine, notamment des pathologies telles que la B-thalassémie.

La B-thalassémie est une maladie qui perturbe le métabolisme du fer, bien
gu'elle ne soit pas directement liee a des mutations des genes régulant I'nepcidine.
s’agit d’une pathologie génétique grave du sang, causée par une mutation du gene de
la B -globine. La conséquence de cette mutation est une production défectueuse de la

chaine B qui résulte en une cascade dévastatrice : un déséquilibre dans la synthése
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de la chaine a/B-globine, une érythropoiese inefficace et une survie réduite des
globules rouges entrainant I'anémie'#?. Les phénotypes different entre des B -
thalassémies homozygotes ou hétérozygotes et comprennent la thalassémie majeure
(TM) et la thalassémie intermédiaire (TI). On dit que c’est une pathologie liée a un
surcharge en fer secondaire. En effet, dans la thalassémie, une érythropoiese
excessive supprime I'hepcidine de maniere chronique, augmentant ainsi I'absorption

du fer responsable in fine d’une surcharge!43.

A l'inverse, comme vu dans la partie portant sur I'inflammation, une induction
chronique de I'hepcidine est a I'origine d’une privation en fer et aboutit a 'anémie. Ce
phénoméne est observé dans certaines maladies inflammatoires chroniques comme
I'insuffisance rénale!#4les infections, linsuffisance cardiaque chronique!#®, les

maladies auto-immunes ou encore le cancer,

En conclusion, l'identification de nouveaux régulateurs négatifs de I'hepcidine
pourrait donc contribuer au développement de nouvelles thérapies efficaces et ainsi

permettre I'amélioration de la qualité de vie d’'un nombre non négligeable de patients.
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Chapitre 3 : PAR2, récepteur activeé par les protéases

Dans ces travaux, nous avons étudié I'implication du récepteur PAR:z dans la
régulation de I'hepcidine. En utilisant des approches in vivo via différents modeles
PAR2 KO, nous avons mis en évidence son rdle dans l'inhibition de I'hormone
hépatique, dans des conditions de stress érythropoiétique. C’est-a-dire un stress
anémique qui requiert la production de nouveaux globules rouges par une activation

plus forte de I'érythropoiése.

Ainsi, ce troisieme chapitre est consacré a l'introduction du récepteur PARz2, une
protéine  transmembranaire  impliguée dans de nombreux processus
physiopathologiques faisant le lien entre [l'activité cellulaire et I'environnement
protéolytiqgue. Nous abordons dans un premier temps des notions générales autour de
cette famille particuliere composée de quatre récepteurs. Puis nous rentrons plus en
détail sur limplication de PAR:2 en physiologie. Enfin nous exposons quelques
éléments de la littérature a l'origine des hypothéses que nous avons formulées.
Précisons qu’a ce jour, la fonction de PAR:2 dans la régulation du métabolisme du fer

n’a encore jamais été décrite.
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Introduction générale sur les PAR

Les protéases sont des enzymes essentielles impliquées dans une multitude de
processus biologiques, allant de la digestion des aliments a la régulation de la
coagulation sanguine. Ces enzymes agissent comme des ciseaux moléculaires en
coupant les liaisons peptidiques de leurs protéines cibles, modifiant ainsi leur structure
et leur fonction. Par conséquent, les protéases jouent un réle crucial dans la régulation

fine de nombreux processus physiologiques.

Une découverte significative dans le domaine de la signalisation cellulaire a été
celle d’une famille de récepteurs activés par les protéases : les PAR pour « protease-
activated receptor ». En effet, c'est au début des années 1990 que le récepteur PAR1
est découvert. Il est alors désigné sous le nom de "récepteur a la thrombine" en raison
de son activation par cette protéase, impliquée dans le processus de coagulation

sanguinel#6,

La mise en lumiéere de cette découverte a ainsi conduit a l'identification d'une
famille compléte de récepteurs capables d'étre activés par les protéases, ouvrant alors
de nouvelles perspectives de recherche sur les mécanismes de signalisation cellulaire.
Cette avancée a suscité un intérét considérable dans le traitement de diverses
pathologies, telles que les maladies cardiovasculaires, inflammatoires, ou encore

cancéreuses.

Dans cette partie, nous établissons dans un premier temps, un portrait général
des PAR tout en soulignant leur mode d'action particulier. Dans un second temps,
nous explorerons de maniere plus détaillée le récepteur PAR:z et son implication en
physiologie puisque celui-ci a été au centre d’'une de nos problématiques de thése

concernant son implication en tant que régulateur négatif de I'hepcidine.
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1. Qu'est-ce que les PAR ?

Les récepteurs activés par les protéases ou PAR (« proteases-activated
rececptors ») font partie d’'un ensemble de récepteurs couplés aux protéines G
transmembranaires (RCPG) qui représente une des plus grandes familles de
récepteurs membranaires, ciblés pharmacologiqguement par un tiers des médicaments
thérapeutiques existant sur le marché. Ces PAR sont au nombre de 4 : PAR1, PAR2,
PARs3, et PAR4. Comme leur nom lindique, la spécificité des PAR est qu'’ils peuvent
étre activés par des protéases qui, au-dela de leur premier réle protéolytique, vont agir
comme des meédiateurs hormonaux ou des substances paracrines, pour réguler in fine
I'activité de certaines cellules#’. En effet, le fonctionnement principal des PAR repose
sur le clivage protéolytique d’un de leur fragment N-terminal extra cellulaire permettant
de révéler un ligand captif activant alors le récepteur et induisant un changement
conformationnel de ce dernier pour initier une signalisation. Ce mécanisme d’activation

est détaillé dans les pages suivantes.

Chez 'Homme comme chez la souris, les PAR sont largement exprimés dans
tout 'organisme et peuvent étre activés par diverses protéases. Aujourd’hui, il est bien
établi que les PAR jouent rble crucial en tant que régulateurs de divers processus
physiologiques et sont associés a de nombreuses conditions pathologiques. Par
exemple, PAR1 et PAR4 jouent un role essentiel dans la régulation de la fonction
plaguettaire dans laquelle ils participent grandement a I'hémostase du systéme
circulatoire, tandis que PAR:2 est solidement décrit comme un médiateur des réponses

inflammatoires48-150,

2. Structure génique et protéique des PAR

Les PAR sont respectivement codés dans I'ordre numéraire par les genes :
F2R ; F2RL1 ; F2RL2 et F2RL3. Chez ’lHomme, les génes codant pour PAR1,2 et 3 sont
situés sur le chromosome 5 tandis que PAR4 se trouve sur le chromosome 19. Quant
a la souris, les loci F2r ; F2rl1 et F2rl2 sont sur le chromosome 13, situés a moins de
80 kilobases les uns des autres et F2rl3 sur le chromosome 8. Les génes des

récepteurs PAR sont tous constitués de deux exons séparés par un intron de taille
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variable. Le premier exon code pour un peptide signal tandis que le second contient la

séguence du récepteur mature®s?:,

D’un point de vue protéique, les récepteurs PAR appartiennent a la classe A
des RCPG appelée également "Rhodopsin-like". Les PAR sont constitués de sept
domaines transmembranaires reliés par trois boucles extracellulaires (ECL1-3) et 3
intracellulaires (ICL1-3). Leur région N-terminale est extracellulaire et comprend un
peptide signal suivi d'un propeptide. Lors de l'activation du récepteur, ce propeptide
est clivé au niveau d'un site de clivage canonique, exhibant un ligand captif du coté N-
terminal du récepteur. Le domaine C terminal est intracellulaire. La stabilité des PAR
est notamment permise par un pont disulfure entre la partie transmembranaire 3 et la
boucle ECL3%%2,

Ligand

NH2 == captif

!

Site de clivage

ECL1 ECL2 ECL3

ICLT ICL2 ICL3

coo®

Figure 9 : Caractéristiques structurales des PAR

Les PAR ont une structure commune constituée de 7 domaines transmembranaires reliés par
3 boucles extracellulaires et 3 boucles intracellulaires. Du coté N-terminal se trouve un ligand
captif en aval du site de clivage canonique. Le pble C-terminal est intracellulaire.

BN

Dans lI'ensemble, chaque PAR est associé a une protéase spécifique,
considérée comme son activateur canonigue. Par exemple, la thrombine est
l'activateur canonique de PARi, PARs et PARa4, tandis que la trypsine est

préférentiellement associée a l'activation de PAR:.
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3. Mécanismes d’activation principaux des PAR

Comme introduit précédemment, le mécanisme d’activation des PAR repose
sur des clivages spécifiques et irréversibles par différentes protéases. Celles-ci ont
une origine endogene, pouvant provenir du micro-environnement de la cellule, de la
circulation sanguine ou une origine exogene, provenant d’organismes extérieurs
(bactéries, champignons, plantes etc..). Ces protéases activent les PAR en clivant une
séquence spécifique qui entraine la libération d’'un ligand captif, on parle alors
d’activation canonique'#®. En effet, contrairement a des récepteurs classiques agissant
par une interaction spatiale avec un ligand, les PAR sont activés par le clivage
protéolytiqgue a leur extrémité N-terminale. Ce clivage spécifique libére un fragment
peptidique et permet I'exposition d’une nouvelle séquence d’environ 6 acides aminés
qui était précédemment captive car liée au pro-peptide de la séquence du domaine N-
terminal. Aprés élimination du pro-peptide par la protéase, le ligand captif endogeéne
appelé TL (tethered ligand) est libéré. Ce dernier peut alors interagir avec la deuxieme
boucle extracellulaire, activant le PAR. L’activation induit alors un changement de
conformation des domaines transmembranaires ce qui active une voie de signalisation
en aval. Dans les voies classiques, les récepteurs activés recrutent différentes
protéines G (Gq, Gi, G12/13) pour médier la signalisation cellulaire. Cette signalisation
peut étre dépendante de la mobilisation du calcium intracellulaire, ou encore de

I'activation de diverses protéines kinases.

Des mécanismes alternes ont également été décrits au fil de ces dernieres
années comme par exemple des clivages sur des sites distincts du site canonique
pouvant entrainer une réponse cellulaire différente par la cellule, on parle alors de
signalisation biaisée!®®. De plus, certaines protéases peuvent cliver un site non
canoniqgue sans entrainer de signalisation. Ces événements n’induisent pas
d’activation directe du récepteur mais le rendent insensible a d’autres protéases dont
le mode d’action est de cibler un domaine canonique. Dans ces conditions, I'excrétion
de lI'extrémité concernée de facon définitive entraine un désarmage du récepteur
rendant celui-ci insensible a sa protéase canonique!®*. Pour illustrer ce propos, nous
pouvons prendre I'exemple de PAR2. Parmi les protéases pouvant cliver PAR2, la

cathepsine G a été décrite comme une enzyme pouvant désarmer le récepteur®®>.

70



Enfin, des peptides synthétiques de quelgues acides aminés mimant la
séquence des ligands endogenes peuvent activer spécifiquement les PAR. Nous
revenons sur ces points dans la partie suivante, dédiée spécifiguement au récepteur
PAR2.

Protéase
2

1: Activation 2 : Désarmage 3 : Activation
Peptide (canonique) (non protéolytique)

agoniste
B

Protéase

T b

1

Protéines G Transduction Inhibition de la Transduction
du signal transduction du signal du signal

Figure 10 : Mécanismes d'activation et d’inhibition des PAR

(1) Des protéases peuvent cliver le site canonique des PAR, libérant ainsi le TL et entrainant
son interaction avec la boucle ECL2. Cette activation déclenche la transduction du signal
intracellulaire via le recrutement de protéines G. (2) Des protéases peuvent cliver les PAR en
aval du TL ce qui libére la séquence et désarme le récepteur, le rendant insensible au clivage
par d’autres protéases. (3) Des peptides exogénes mimant la séquence du TL peuvent activer
les PAR en se fixant sur la boucle ECL2 et ainsi activer la transduction du signal
indépendamment d’'un mécanisme protéolytique.
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Il. Introduction générale sur le récepteur PAR>

1. Description générale, structure et localisation du récepteur PAR2

Historiquement, le récepteur PAR2 a été découvert quelques temps aprés
PAR1, c’est-a-dire en 19941%¢, Les auteurs décrivent alors un gene murin qui code pour
un RCPG qui est prédit comme ressemblant fortement a PAR1. Cette ressemblance
est a l'origine du nom du géene qui code la protéine : F2RL1 pour F2R Like trypsin
receptor 1. Cependant, les deux protéines ne partagent que 30% d’homologie et il est

démontré que le récepteur n’est pas clivé par la thrombine mais par la trypsinet®’.

Le géne codant pour PAR2 s'étend sur plus de 13 kb. Les deux exons sont
séparés par un intron d'environ 10 kb. Le premier modele murin PAR2 KO (F2rl1 ) est
apparu en 1999 et ce n’est qu’en 2017 qu’est décrite la structure de la protéine lors
d’expériences de cristallographie®®15° En utilisant des antagoniste et anticorps, cette
découverte met alors en évidence la structure complexe de PAR: ainsi que ses

similitudes et différences avec le récepteur PAR.

En terme de localisation, la littérature décrit que PAR2 est largement exprimé
dans le systeme gastro-intestinal c’est-a-dire dans le célon, le duodénum, lintestin
gréle, 'estomac et la vésicule biliaire>’. Toutefois, son expression n’est pas cantonnée
au tractus digestif ; on le retrouve également dans les cellules immunitaires telles que
les monocytes, les neutrophiles, les mastocytes et les macrophages, ainsi que dans
les neurones et le systeme vasculaire les cellules musculaires lisses et

endothéliales!®3,

Dans le foie, bien que décrit dans les hépatocytes, I'expression de PAR2 semble
restreinte aux cellules non-parenchymateuses, en particulier dans les macrophages et
les cellules endothéliales. Nous reviendrons sur ce point important car celui-ci fait

I'objet de certains de nos résultats.
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2. Activation/Inhibition de PAR>

a. Ligands endogenes ou d’origine biologique

La découverte du fonctionnement des PAR via une activation protéolytique a
ouvert la voie a la recherche de protéases activatrices/inhibitrices de ces derniers,
dans I'organisme. La trypsine est la protéase canonique de PAR: : chez ’'Homme, elle
clive PAR2 au niveau des résidus Arg 3¢ /Ser 37 pour révéler le ligand captif SLIGKV
alors que chez la souris, celle-ci clive PAR 2 au niveau des résidus Arg 38 /Ser 3,

exposant le ligand captif SLIGRL!.

Il existe toutefois d’autres activateurs dont voici quelques exemples. D’abord, il
a été montré que l'activation de PAR2 est médiée par la tryptase des mastocytes!,
De plus, PAR:z peut étre activé indirectement par le facteur Xa (FXa) généré par le TF
(Tissular factor)-/FVIlal®t, Depuis, de multiples protéases activatrices, aux diverses
origines, ont alors été identifiées parmi lesquelles nous pouvons citer I'acrosine'®?, la
matriptase-1193, la trypsine V%4, la Granzyme A%°, TMPRSS2%%6, ou encore plusieurs
protéases appartenant a la famille des kallikréines'®” mais également la sérine
protéase allergéne des moisissures Pen ¢ 8. Il est important de rappeler que
I'activation de PAR: par toutes ces protéases n’induit pas nécessairement la méme

signalisation qu’un clivage par la trypsine.

Par ailleurs, d’autres protéases sont capables de cliver PAR2 induisant un
désarmage et donc une inactivation du récepteur comme la plasmine, la protéase 3 et

la calpaine, ainsi que I'élastase des neutrophiles et la cathepsine G%°.

b. Ligands exogenes

Les progrés en matiere de compréhension de I'activation de PAR:2 ont aidé au
développement de divers agonistes et antagonistes synthétiques. Ces déecouvertes
sont basées sur la synthése de peptides activateurs mimant la séquence du ligand
captif (le TL) spécifiqgue a chaque récepteur ainsi que de divers courts agonistes et

antagonistes peptidiques qui reproduisent I'action du TL (peptidomimétique).
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Ainsi, des peptides agonistes du récepteur ont été congus en utilisant une
approche similaire imitant la séquence TL du PAR2 humain (SLIGKV-NH2) et de la
souris (SLIGRL-NH2)®°. A linverse, des approches pour inhiber la signalisation de
PAR:2 ont été développées, elles incluent : le blocage du site de liaison du ligand captif
avec un petit antagoniste ; I'occlusion du site de clivage du ligand captif avec un
anticorps sélectif de PAR2 qui empéche I'activation de la protéase ; ou l'interférence
des interactions entre PAR:z et ses protéines transductives de signal intracellulaire que
sont les protéines G ou les B-arrestines, en utilisant des peptides pénétrants. Ces
molécules de synthéses peuvent étre classées en différentes catégories qu’elles
soient peptidiqgues, non peptidigues ou encore qu’elles miment une action

peptidique*’.

3. Signalisation en aval de PAR>

L'activation canonique de PAR:2 peut déclencher plusieurs voies de
signalisation. En effet, une fois active, PAR:2 initie une cascade de signalisation
intracellulaire impliquant principalement des protéines relais comme les protéines G
(Gag/11, Gai et Ga12/13)170 et la B-arrestinel’!. L'activation des protéines G conduit
a l'activation de plusieurs voies de signalisation, telles que la mobilisation du calcium
via les voies des phospholipases C et A2, générant des seconds messagers comme
le diacylglycérol et l'inositol triphosphate, ce qui entraine la libération de Ca?*
intracellulaire et l'activation de la PKC (protéine kinase C)'72. La signalisation
dépendante de PAR:2 peut également impliquer I'activation de 'enzyme GTPase RhoA
ou encore 'AMPc (Adénosine monophosphate cyclique). Parallélement, lors de
'endocytose de PARz, la voie de la B-arrestine peut activer des kinases telles que
ERK1/2, entrainant une cascade de phosphorylations et I'activation in fine de géne

influengant la prolifération cellulaire, la migration ou encore l'inflammation.

L’activation de ces différentes voies de signalisation font de PAR2 un acteur clé
dans des conditions pathologiques comme l'inflammation, la douleur et les maladies

cardiovasculaires!’?,
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Dans nos travaux, nous avons principalement cherché a mettre en évidence le
role de PAR:2 sur le controle négatif de I'expression de I'hepcidine. Dans ce contexte
nous avons peu exploré les mécanismes d’activation et de signalisation. Ainsi, la
signalisation complexe en aval de PAR:2 ne sera pas développée dans le détail mais

les voies principales sont résumées dans la figure 11 ci-dessous.

PAR;

1

Protéines . Protéines (Gaq11/
valate B-arrestine Gai/ Ga12/13)

oYY

Signalisation ERK1/2 RhoA Ca* AMPc
PKC

Figure 11 : Signalisations principales en aval de PAR;

La stimulation de PAR: entraine la stimulation de protéines G ou le recrutement de la B-
arrestine. Ces relais protéiques activent différentes voies de signalisations impliquant des
effecteurs comme ERK1/2, RhoA, le Ca?* intracellulaire, la PKC ou encore ’AMPc.
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. Le récepteur PAR:> reégule diverses fonctions

physiologiques

Il est assez difficile de fournir des éléments de la littérature quant au role de
PAR:2 dans la régulation du métabolisme du fer car I'implication de ce dernier dans ce
contexte précis n’a encore jamais été décrit. Toutefois, il est important de mentionner
ce qui est connu dans d’autres tissus, car les mécanismes développés apportent des
indices et des pistes a explorer sur les modes d’actions de PAR:2. Cette partie a donc
pour but d’introduire ce qui est connu a ce jour sur le réle de PAR2 en physiologie mais
également lors de divers processus pathologiques. Nous détaillerons dans un premier
temps l'implication générale du récepteur dans les systemes digestif, vasculaire ou
encore immunitaire puis nous aborderons le cas précis des macrophages car
I'expression de PAR:z dans ces phagocytes a constitué un axe important de ces travaux

de recherche.

1. Introduction au réle de PAR2 dans I'organisme

Les premieres études sur I'expression de PAR:2 utilisaient des techniques moins
avancées que celles disponibles a I'heure actuelle. En 1994, des techniques de
northern blot ont été employées pour analyser les transcrits de PAR2 dans divers
organes humains, révélant des niveaux élevés d’ARNm dans des organes tels que le
foie, les reins, le pancréas, la prostate, l'intestin gréle et le célon, tous des sites riches
en protéases et impliqgués dans le métabolisme ou la digestion!®®. Cette localisation
est cohérente avec la nature de PAR:2, activé par des enzymes protéolytiques,
retrouvées en tres grand nombre dans ces organes. Ainsi, PAR:2 joue un réle crucial
dans la digestion en stimulant la sécrétion exocrine dans le pancréas, les cellules
intestinales, et les glandes salivaires. Il régule aussi la motilité intestinale et est
impliqué dans la transmission de la douleur intestinale ainsi que dans les fonctions
immunitaires, particulierement dans les conditions inflammatoires chroniques de

l'intestin173-175

Le réle de PAR2 a également été largement décrit dans le systéme circulatoire

ou ce dernier est exprimé dans les cellules musculaires lisses et endothéliales. Ceci a
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notamment été montré par la découverte que l'administration de trypsine provoque
une hypotension aigué dépendante de I'endothélium chez le chien'’®, précédant la
démonstration que l'activation de PAR:2 induit une vasodilatation de l'aorte chez le rat
par la libération de NO et d'endothéline'’3177, De plus, il a été mis en évidence que
I'activation systémique de PAR:2 induit une hypotension via la voie l-arginine/NO et
pourrait protéger contre l'ischémie cardiaque'’®. Dans les maladies cardiovasculaires,
PAR:2 estimpliqué dans I'athérosclérose, ou son déficit réduit l'infiltration de monocytes
et ralentit la progression des lésions!’®. Enfin, PAR2 est activé par les facteurs de
coagulation Vlla et Xa, suggérant un role dans l'activation endothéliale lors de

blessures et d'inflammation180,

Par ailleurs, I'expression de PAR:2 dans les globules blancs a montré son role
dans limmunité dans laquelle le récepteur est présent sur les éosinophiles,
neutrophiles, mastocytes, lymphocytes T, monocytes'® et macrophages?!®. Il a alors
été montré chez la souris que PAR: est crucial pour la chimiotaxie de certaines cellules
immunitaires. Par exemple dans la dermatite allergique de type IV, la déplétion de
PAR:2 réduit l'infiltration immunitaire et atténue la maladie'®. De plus, I'agoniste de
PAR2, SLIGRL-NH2, augmente la migration des leucocytes, un phénoméne
dépendant de I'activité plaquettaire'®. L'utilisation de souris F2rl17- a permis de mettre
en évidence l'implication de PAR2 dans linflammation chronique, comme dans la
polyarthrite rhumatoide et l'arthrose, ou son absence réduit la synovite et la
dégradation du cartilage®. Paradoxalement, PAR2 posséde également un potentiel
anti-inflammatoire. Son activation dans les macrophages améliore I'expression de la
cytokine anti-inflammatoire IL-10 et supprime les cytokines pro-inflammatoires TNFa,
IL-6 et IL-12 en réponse au LPS!8. De plus, il inhibe la production de certaines

cytokines pro-inflammatoires, protégeant contre la colite induite par le TNBS.1%,

En résumé, PAR: joue des roles fondamentaux dans I'hnoméostasie du tractus
gastro-intestinal ainsi que dans les maladies associées. Il régule aussi la pression
sanguine, la coagulation, et la santé vasculaire, et son dysfonctionnement peut
contribuer a diverses maladies cardiovasculaires et circulatoires. PAR2 est également
crucial dans le chimiotactisme des cellules immunitaires, contribuant a la réponse

inflammatoire et la régulation de l'inflammation aigué et chronique. Cette dualité pro-
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et anti-inflammatoire de PAR:2 en fait un acteur clé dans diverses pathologies,

nécessitant une compréhension approfondie pour le ciblage thérapeutique.

2. Role physiopathologigue de PAR2 dans les macrophages

a. L’expression de PAR:z dans les macrophages régule divers processus

immunitaires

Nous avons vu que le récepteur PAR:2 est présent a la surface de certaines
cellules myéloides et notamment a la surface des macrophages. Il a été démontré
gue son activation influence la réponse immunitaire mais les fonctions précises de
PAR:2 dans ces macrophages sont encore assez floues. Voici quelques données de la
littérature qui décrivent a ce jour divers phénomeénes physiopathologiques médiés par
PAR:2 dans les macrophages.

Tout d’abord, au regard de son implication en immunité et sa localisation dans
les macrophages, il n'est pas surprenant que PAR:2 puisse réguler d’'une quelconque
maniére un processus inflammatoire. Ainsi, plusieurs réles fonctionnels ont également
été rapportés. Dans un modele cellulaire murin, I'activation de PAR2 avec le facteur de
coagulation FXa entraine une augmentation de la production de TNFa, d’IL6 et d'IFNy
induite par le LPS dans une lignée de macrophages RAW 264188, De plus, nous avons
vu précédemment que chez ’'Homme, la stimulation de PAR:2 avec le peptide agoniste
SLIGKV régule a la hausse le récepteur et induit la production de cytokines TNFa et
IL10 de maniere similaire au LPS!82, Enfin, une autre étude également basée sur une
culture de macrophages RAW264 ainsi que des macrophages dérivés de cellules de
moelle osseuse (BMDM) de souris C57BI6/J, a révélé que la stimulation de PAR:
favorise la polarisation des macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire associé
ala production d’IL1[3, d’'IL6 et également de TNFa. Les auteurs démontrent dans leurs
travaux que ce phénomene est dépendant du facteur de transcription FOXO1 et qu'une
administration de trypsine récapitule ce phénotype®°.

Récemment, une équipe a montré chez la souris que la perte de I'expression
de PAR2dans les macrophages alvéolaires des poumons entraine une altération de la
phagocytose bactérienne et des lésions irréversibles dans l'organe. Les auteurs

décrivent que la délétion de PAR2 dans ces macrophages a altéré la formation du
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phagosome, dépendante de 'AMPc et de la protéine du remodelage du cytosquelette
Rac1'®. Ces éléments sont importants car bien qu’indépendants du métabolisme du
fer, ils établissent un lien entre le mécanisme de phagocytose et le récepteur PARz,
ce qui constitue une piste intéressante a explorer quand on sait I'importance de ce
mécanisme d’épuration, notamment lors du recyclage des globules rouges par les

macrophages

b. RéOle de PAR2 dans les macrophages sur I’érythropoiése embryonnaire

Le développement de souris KO pour le récepteur PAR2 de facon spécifique

aux macrophages a permis de mettre en évidence de nouvelles fonctions du récepteur.

Ainsi, en 2020, Mona Saffarzadeh et al. ont publié des travaux sur I'importance
de PAR:2 dans les macrophages pour I'érythropoiése embryonnaire'®®. En utilisant un
modele de délétion spécifique de PAR2 dans les macrophages : F2rI1ysM, les auteurs
décrivent que l'absence de ce dernier a entrainé un défaut d'érythropoiése foetale
régulé par le facteur Vlla de la coagulation et une anémie associée a une létalité
embryonnaire accrue. De plus, les auteurs rapportent qu'a I'adge adulte, PAR2 n’est pas
impliqué dans la régulation de I'érythropoiese a I'état d'équilibre. Cependant, dans des
conditions de stress érythropoiétiques telles qu'une hémolyse intravasculaire, induite
par l'injection de phénylhydrazine, ces derniers mettent en avant I'importance de PAR2
dans la récupération post-stress. Un fait extrémement intéressant est que la délétion
de PAR:2 dans les macrophages des embryons a entrainé une surexpression de
I'hepcidine hépatique, non discuté dans cette étude par les auteurs. Ces données
soulevent donc la question d'une potentielle fonction du récepteur dans la régulation

de I'hormone hépatocytaire.
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Chapitre 4 : Les macrophages dans la régulation du

meétabolisme du fer

La premiere année de ces travaux a été consacrée dans une majeure partie, a
la mise en évidence d'un role de PAR2 dans la régulation de I'hepcidine, notamment
dans un contexte d’inhibition de I'hepcidine, en réponse a I'anémie induite dans le

modéle murin F2rl1 7.

Par la suite, nous avons poursuivi nos recherches et étudié I'implication des
macrophages sur cette inhibition en travaillant sur le modele de délétion de PARz,
spécifiquement dans les macrophages, le modéle F2rl1ysM, Les résultats obtenus
nous ont poussé a étudier plus en détail la fonction de ces phagocytes sur la régulation

de I'hepcidine, et cela de maniére indépendante du récepteur PAR:.

Ainsi, ce chapitre de cette introduction propose une vue d'ensemble du role des
cellules LysM+ (promoteur utilisé pour la délétion de PAR2 dans les macrophages)
dont les principaux représentants sont les macrophages ainsi que les monocytes.
Nous traiterons de la nature de ces cellules en abordant brievement leur origine et de

leur hétérogénéité.

Puis, nous définirons leurs fonctions, en décrivant ce qui est connu a ce jour sur

leurs implications dans la régulation du fer dans I'organisme.

Enfin, nous détaillerons les données de la littérature qui établissent un lien entre
cellules myéloides et hepcidine, et qui soulévent I'existence éventuelle de signaux

provenant des macrophages pour inhiber ’hepcidine des hépatocytes.
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Les macrophages, cellules myéloides de I'immunité

innée, résidentes des tissus

L'immunité innée, également connue sous le nom d'immunité naturelle, est un
systeme de défense de l'organisme qui constitue la premiere ligne de défense contre
les agents pathogénes et les substances étrangeres. L'immunité innée est constituée
de plusieurs lignes de défenses. Une ligne de défense externe et physique formée par
la peau et les muqueuses ainsi qu’une barriére chimique par la sécrétion de mucus,
salives, larme etc. Si un agent infectieux arrive toutefois a franchir cette barriere, il est
alors confronté aux défenses internes de I'organisme. Parmi ces défenses internes se
trouvent des cellules spécialisées telles que les monocytes, les macrophages, les
neutrophiles et les cellules dendritiques. Ces cellules ont la capacité de déclencher
une réaction rapide dans les minutes ou les heures suivant l'agression. Elles
constituent la lignée myéloide et appartiennent & un ensemble de cellules dites
« phagocytaires ». Ce sont des cellules spécialisées qui ont la capacité d'ingérer et de
détruire des particules étrangeéres, telles que des bactéries, des virus, des cellules

mortes, des débris cellulaires et d'autres substances nocives!92.

Ce chapitre introductif est principalement dédié aux macrophages. Nous
définissons dans un premier temps ces derniers ainsi que les autres types de cellules
myéloides, étudiées dans nos expérimentations. Puis, nous abordons les fonctions
des différents types de macrophages dans le maintien de 'homéostasie martiale. Enfin
nous décrirons ce qui est connu a ce jour sur le role des cellules myéloides dans la

régulation de I'hepcidine.

1. Fonctions, hétérogénéité et développement des macrophages tissulaires

Les macrophages sont des cellules retrouvees dans la quasi-totalité des tissus
chez les mammiferes. Leur principale fonction est de phagocyter les agents
pathogenes, les cellules mortes et les débris cellulaires. lls jouent également un réle
crucial dans l'initiation de la réponse immunitaire en présentant les antigénes aux

lymphocytes T et B, ce qui déclenche une réponse adaptative. De plus, ces
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phagocytes produisent des cytokines et des facteurs de croissance qui régulent

I'inflammation et la cicatrisation des tissus.

Les macrophages peuvent étre classés en deux catégories selon leurs origines.
On peut d’abord distinguer d’'une part les macrophages tissulaires d’origine
embryonnaire qui se sont développés en méme temps que les tissus dans lesquels ils
nichent : les macrophages résidents ou « resMacs ». Ces derniers sont présents dans
la plupart des tissus de l'organisme dans des conditions physiologiques!®s. Leur
objectif principal est de maintenir ou de rétablir 'homéostasie tissulaire en éliminant
les cellules apoptotiques et les éventuels agents pathogénes. Leur diversité en termes
de phénotypes et leurs spécialisations fonctionnelles varient selon le
microenvironnement spécifique!®®. Cette hétérogénéité résulte de lintégration de
différents signaux de I'environnement, qui favorisent une identité tissulaire et une
différenciation locale!%. Cette identité, imprimée par I'environnement local, induit un
phénotype fonctionnel aux resMacs qui permet a ces cellules d’étre les plus adaptées
possible aux exigences spécifiques du tissu dans lequel elles résident. Il faut souligner
que la différenciation en resMacs est stable et irréversible!®®. Les différences entre les
divers macrophages tissulaires, tant sur le plan phénotypique que sur celui de leurs

localisations dans I'organisme, expliquent les différents noms qui leur ont été attribués.

Les macrophages résidents d'origine embryonnaire proviennent de trois vagues
hématopoiétiques : la premiere a E7,5 génére la microglie a partir des PEM
(précurseur érythro-myéloide) ; la deuxiéme a E8,5 voit les PEM migrer vers le foie
foetal pour se différencier en monocytes, donnant naissance aux macrophages
périphériques ; la troisieme a E10,5 produit des CSH dans la région AGM (Aorte,
gonade, et mésonéphros), transportées vers le foie foetal et la moelle osseuse,
assurant I'nématopoiese adulte'®”1%®.  Ces macrophages se maintiennent
principalement par auto-renouvellement®®2%, || est également important de préciser
gue la majorité des resMacs assure leur renouvellement par prolifération in situ, sous
'impulsion de divers facteurs comme observé pour la microglie dans le cerveau, les
cellules de Langerhans de la peau, les KC dans le foie, les macrophages alvéolaires

des poumons ou encore les RPM de la rate?°,
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D’autre part, dans certains tissus, la contribution des monocytes de la MO est
toutefois nécessaire chez I'adulte pour le développement de certaines populations de
macrophages. En effet, il existe également des populations de macrophages
continuellement renouvelées par les monocytes sanguins, indépendamment d’une
réponse immunitaire, c’est par exemple le cas des macrophages capsulaires du foie
identifiés comme : F4/80 * CX3CR1** Tim4 ~ CD64 * Ly6C *, qui assurent des
fonctions de surveillance de la cavité péritonéale contre divers pathogénes?°2. De plus,
dans certaines conditions physiopathologiques, ce phénoméne qui implique la
différenciation des monocytes en macrophages est crucial. En effet, en cas de
déplétion et mort cellulaire, ou encore pour enrichir un réservoir de macrophages face
a un pathogene extérieur (processus inflammatoire), des monocytes de la MO peuvent
infiltrer les tissus et se différencier en macrophages. On parle alors de macrophages
dérivés des monocytes ou « ModMac » (« monocytes-derived macrophages »). Ces
monocytes acquierent dans le tissu un profil transcriptionnel tres proche des
macrophages résidents. Nous décrirons plus en détail ce phénoméne dans la partie
suivante en prenant 'exemple des macrophages résidents hépatiques, les cellules de
Kupffer, dont la déplétion conduit au recrutement de monocytes qui se différencient en
« KC dérivés des monocytes »203204 Précisons qu’une analyse comparative du
transcriptome de ces deux types de macrophages (KC d’origine embryonnaire vs
monocytaire) a révélé que plus de 90% des genes sont exprimés de maniére similaire
dans le foie?%. Ces éléments suggérent qu’au-dela de l'origine de ces cellules,
'environnement tissulaire semble étre en majeure partie responsable de la

programmation transcriptionnelle des macrophages.

Pour résumer, les macrophages résidents, implantés de maniére permanente
dans certains tissus, ont donc un réle particulierement crucial dans le maintien de
I'noméostasie locale. lls peuvent également contribuer a la physiopathologie de
diverses maladies inflammatoires chroniques, telles que les maladies métaboliques ou
le cancers?%. Enfin, chez I'adulte, dans certains contextes physiopathologiques, des
macrophages peuvent étre dérivés de monocytes infiltrants et acquérir un profil
transcriptionnel ainsi qu’un phénotype trés proche du macrophage résident, présent

dans le tissu.

83



Ostéoblastes Macrophages alvéolaires
~ dansl'os des poumons

/

Cellules de Kupffer
dans le foie

Cellules de Langerhans
dans la peau

Microglie dans le

Macrophages { cerveau

de la lamina
propria dans Macrophages
l'intestin de la rate

(dont les RPM)

Figure 12 : Représentation des différents types de macrophages résidents et spécifiques de
différents tissus

Les différents types de macrophages résidents dans les organes permettent le maintien de
’'hnoméostasie des tissus. Ces macrophages ont en commun un programme transcriptionnel
de base, leur permettant d’assurer des fonctions de surveillance et de défense immunitaire.
Par ailleurs ces derniers acquiérent également une signature spécifique, imprimée par
I'environnement local dans lequel ils évoluent. Cette niche assure le maintien de leur identité
et détermine leurs fonctions pour adapter au mieux ces macrophages a leur environnement.
Les KC sont un bon exemple de macrophages résidents, ils sont en premiére ligne dans le
foie pour activer I'immunité innée en cas d’agression hépatique mais assurent également des
fonctions spécialisées dans le métabolisme du fer ou énergétique.
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2. Description des autres cellules de la lignée myéloide

a. Les monocytes

Nous venons d’apporter quelques éléments concernant les populations de
macrophages. Nous avons vu que ces derniers peuvent provenir de monocytes ayant
subi un processus de différenciation. Toutefois, il serait erroné de définir ces
monocytes uniquement en tant que précurseurs des macrophages. Ces derniers
représentent une famille de cellules hétérogénes aux fonctions spécialisées,

caractérisées plus en détail dans cette sous patrtie.

Comme les macrophages, les monocytes sont des cellules myéloides qui ont
la capacité de phagocytose. Ces globules blancs, qui circulent dans le sang sous forme
de cellules mononucléées, sont caractérisés par leur noyau généralement en forme
de rein et leur capacité a se différencier en macrophages mais aussi en cellules
dendritiques, lorsqu'ils pénetrent dans les tissus. Dans la circulation sanguine, les
monocytes peuvent détecter et phagocyter les agents pathogénes, les cellules mortes
et les débris cellulaires. Une fois activés, ils peuvent migrer vers les tissus affectés par
I'infection ou l'inflammation, ou ils se différencient en macrophages et contribuent a la
réponse immunitaire en phagocytant les agents pathogénes et en libérant des
cytokines pro-inflammatoires. Les monocytes jouent donc un rdle crucial dans la
défense de l'organisme contre les infections et dans la régulation de l'inflammation
ainsi que dans I'homéostasie des tissus ou ils permettent de reconstituer les

populations de macrophages?°’.

Chez la souris, ces cellules représentent environ 5% des leucocytes dit
« périphériques » et sont produits dans la MO au cours de 'hématopoiése?®. Les
monocytes sont décrits comme étant des cellules rapidement mobilisées lors de
mécanismes inflammatoires dans lesquels la chimio-attraction leur permet de se
rendre sur des sites lésés pour produire diverses cytokines. Le développement de
technologies d’étude du phénotypes précis des cellules a permis de mettre en
evidence leurs hétérogénéités au sein méme d’une population cellulaire. En effet, des
techniques telle que la cytométrie en flux ont notamment permis de montrer, chez la

souris, qu’il existe plusieurs populations de monocytes?%?. Il a ainsi été mis en évidence
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une opposition entre deux groupes de monocytes, tous deux identifiés par I'expression
du récepteur CD115, également connu sous le nom de CSF1-R (« coloning stimulating
factor receptor»), le récepteur d’un facteur de différenciation nécessaire a la survie, a
la prolifération et a la différenciation de nombreux types de cellules myéloides. Ainsi,
chez la souris, les monocytes CD115* peuvent étre subdivisés en deux groupes
distincts, par I'expression d’'une série de plusieurs antigenes que sont Ly6C et CCR2.
Ainsi, a été définie une population de monocytes dits « classiques » Ly6C* ; CCR2* ;
CD62L* et une population dite non classique Ly6C'®Y; CCR2°%; CD62L". Il est
intéressant de préciser que des analyses transcriptionnelles ont montré la méme
opposition chez 'Homme via I'utilisation des marqueurs de surface CD14 et CD162%°.
Cependant, il existe tout de méme des limites a cette comparaison comme I'ont montré
Cros et al. qui décrivent des différences d’expression de genes impliqués dans
I'activité phagocytaire des monocytes chez 'Homme, par rapport a la souris?*l. De
plus, chez la souris, les deux sous populations de monocytes sont réparties en nombre
€gal, ce qui n'est pas le cas chez 'Homme ou l'on retrouve 80% de monocytes
classiques?!?. Cette différence nous rappelle que I'étude de certains mécanismes, sur
modele murin, n’est pas forcément transposable a ’'Homme. En plus de ces deux
populations assez bien définies, il existe une troisieme population dite
« intermédiaire ». L'utilisation du marqueur CX3CR1 a permis l'identification de cette
population. Toutefois, contrairement aux monocytes classiques et non classiques, les

monocytes intermédiaires ne représentent pas une population homogéne.

Bien qu’ils soient subdivisés en différentes catégories par leurs emplacements,
phénotypes morphologiques et leurs signatures transcriptionnelles, les monocytes ont
tous une origine commune. Ces derniers proviennent d’abord de précurseurs présents
dans le foie fcetal au cours de 'hématopoiése embryonnaire puis de la MO osseuse
chez I'adulte. Le développement des monocytes depuis ces organes lymphoides
primaires dépend entierement d’'un facteur de différenciation appelé CSF1 ou M-CSF
(« coloning stimulating factor »)?13. La mise en évidence du réle majeur de ce ligand a
été décrite dans des travaux sur des souris déficientes en CSF1R qui présentent une

forte diminution des monocytes appelée monocytopénie?!4.

Il est intéressant de noter que la rate peut produire et constituer un réservoir

important de monocytes?!®, En effet, cet organe lymphoide secondaire est capable, en
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réponse a un stimulus inflammatoire, de générer un ensemble conséquent de
monocytes, cela a notamment été montré dans un contexte d’athérosclérose, on parle

alors d’hématopoiése extra-médullaire.

Par ailleurs, des expériences de cartographie de destinée cellulaire (ou « fate-
mapping ») ont démontré que les monocytes non classiques ont une durée de vie plus
longue que les monocytes classiques, soit environ 2 a 7 jours?%. Ces cellules,
caractérisées par leur profil Ly6C ¥ ; CCR2 -, remplissent un rdle de surveillance dans
les vaisseaux sanguins, les artérioles et les veines, contribuant au maintien de
I'intégrité endothéliale. En cas d'inflammation, leurs fonctions spécifiqgues restent
encore a établir clairement, mais elles semblent participer a la réponse au stress dans
les vaisseaux sanguins et au recrutement de neutrophiles, qui induisent la nécrose
des cellules endothéliales endommagées?!’. Par la suite, ces monocytes assurent

I'élimination des débris cellulaires lors de I'efférocytose.

Les monocytes classiques, quant a eux, sont plus transitoires et peuvent migrer
vers les tissus grace notamment a certains récepteurs comme CCR2. lIs jouent un role
crucial dans I'homéostasie tissulaire. Il a été montré qu’une vague de monocytes
sortant de la moelle osseuse vers les vaisseaux sanguins se produisait de maniére
quotidienne. Ce mécanisme est sous le contréle du géne circadien Bmal (basic helix-
loop-helix ARNT like 1). Le monocyte Ly6C* ; CCR2* présente une faible durée de vie
dans les vaisseaux puisqu'’il infiltre rapidement les tissus pour reconstruire le réservoir
de macrophages qui y résident (comme par exemple dans l'intestin, le coceur ou encore
la peau)?'®. Rappelons qu’en condition d’homéostasie, certains macrophages
résidents des tissus, comme les KC dans le foie, se maintiennent par auto-
renouvellement. Cependant, ces derniers peuvent tout de méme en cas d’agression
hépatique et/ou diminution de leur quantité, étre repeuplés par des monocytes
classiques?®®. Dans un contexte de sénescence pathologique des érythrocytes, ces
monocytes infiltrants, peuvent par exemple participer, dans le systéme circulant, a
I'érythrophagocytose des GR endommagés, puis acquérir in situ, un phénotype proche
de celui des KC et ainsi gérer l'efflux de fer provenant des GR ingérés*. Ce

phénomene est développé plus en détails dans la partie Il de ce chapitre.
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b. Les neutrophiles

Comme expligué en introduction, la grande famille des phagocytes est
également constituée de neutrophiles. Ces derniers, aussi appelés polynucléaires
neutrophiles ou granulocytes neutrophiles, représentent les globules blancs les plus
abondants dans le sang circulant. En effet, ceux-ci constituent environ 50 a 70% de
tous les globules blancs. lls ont une apparence caractéristique avec un noyau lobé et
de nombreuses granulations dans leur cytoplasme. lls sont particulierement efficaces
dans la lutte contre les infections bactériennes extracellulaires. En réponse a un signal
d'infection ou d'inflammation, les neutrophiles quittent la circulation sanguine et
migrent vers les sites infectés ou inflammatoires, ou ils exercent leur action
phagocytaire. lls sont également capables de libérer des enzymes, des protéines
antimicrobiennes et des radicaux oxygénés pour détruire les agents pathogenes.
Cependant, leur activité peut également contribuer a des dommages tissulaires
excessifs lors d'une inflammation intense. D’'une durée de vie relativement courte,
généralement de quelques heures a quelques jours, ils sont ensuite éliminés par les

macrophages.

Les neutrophiles murins expriment plusieurs marqueurs caractéristiques,
notamment Ly6G, un antigene de surface couramment utilisé pour leur identification.
lIs expriment également le CD11b, une intégrine impliquée dans I'adhésion cellulaire
et la migration, et le CD62L, une molécule d'adhésion qui facilite le roulage des
neutrophiles sur I'endothélium vasculaire?!®. Les neutrophiles expriment également
CXCRZ2, un récepteur de chimiokines impliqué dans leur recrutement vers les sites

d'inflammation?2°,

Dans nos travaux, nous avons étudié et quantifié ces neutrophiles puis utilisé
les résultats obtenus pour tenter de caractériser les niveaux d’inflammations dans le

foie des souris de nos différentes cohortes.

c. Les cellules dendritiques

Quant aux cellules dendritiques, ce sont des cellules immunitaires jouant un role
central dans linitiation et la régulation de la réponse immunitaire adaptative en

capturant les antigenes et en les présentant aux lymphocytes T et B. Ces cellules
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existent sous différentes formes, notamment les cellules dendritiques immatures,
chargées de la capture des antigenes, et les cellules dendritiques matures, prétes a
activer les lymphocytes. En plus de leur role dans la réponse immunitaire, elles
participent également a la tolérance immunitaire en éduquant le systeme immunitaire
a reconnaitre les antigénes du soi. En résumé, les cellules dendritiques sont des
acteurs essentiels de I'immunité, intervenant a la fois dans la protection contre les

agents pathogénes et dans la tolérance aux antigenes du corps.

Dans ces travaux de these, nous nous sommes principalement intéressés
a limplication des macrophages dans la régulation de I’hepcidine. C’est
pourquoi la suite du propos va se focaliser sur ces cellules ainsi que sur les

populations de monocytes dont elles dérivent.

1. Fonctions des macrophages dans la régulation de

I’homéostasie martiale

Au-dela de leur réle immunitaire, les macrophages sont des cellules
polyfonctionnelles qui assurent certaines fonctions biologiques spécialisées pour
maintenir I’homéostasie d’un tissu, comme par exemple les KC, qui participent dans le

foie a la régulation du métabolisme du fer.

La fonction des macrophages dans la régulation du métabolisme du fer a été
au centre des problématiques de cette these de recherche. Ce métabolisme est régulé
par plusieurs organes, parmi lesquels peuvent étre cités la moelle osseuse, la rate et
surtout, le foie, qui joue un réle central en tant qu'organe régulateur majeur. Dans ces
organes, divers types de macrophages sont impliqués dans la gestion du fer,
principalement a travers le recyclage du fer provenant des érythrocytes sénescents.
Ce processus est assuré par les macrophages de la rate et du foie. Nous verrons
également que les macrophages de la moelle osseuse ont aussi un réle a jouer, en

tant que « nourriciers » lors du développement des précurseurs de globules rouges.

Ainsi, cette sous-partie a pour but d’approfondir plus en détail les diverses

fonctions des macrophages depuis les différents organes impliqués dans le maintien
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efficace de I'équilibre du fer dans I'organisme. Nous décrirons les fonctions spécifiques
de ces macrophages hautement spécialisés ainsi que I'environnement tissulaire dans

lequel ces derniers évoluent, qui conditionne leurs phénotypes.

1. Les cellules de Kupffer: macrophages résidents du foie aux fonctions

spécialisées dans la réqulation du métabolisme du fer

Les KC sont des acteurs majeurs du métabolisme du fer et expriment des génes
impliqués dans l'absorption, le traitement et I'export du fer. lls peuvent également
participer au recyclage des globules rouges sénescents, a la détoxification de 'héme
libre et a I'export de fer dans la circulation, utilisé notamment pour la synthese de novo
de I'hémoglobine. De plus, quelques données de la littérature suggérent que ces
cellules pourraient méme étre plus directement impliquées dans la régulation de
I'hepcidine. Cette fonction de régulation de I'hepcidine a représenté un axe important
de ces travaux de thése. De ce fait il est nécessaire de développer plus en détail ce

qui est connu a ce jour sur le réle des KC dans le maintien de 'homéostasie martiale.

Cependant, avant d’aborder les mécanismes de régulation du fer par ces
macrophages, il est d’'abord important de décrire I'environnement hépatique dans

lequel ceux-ci évoluent.

a. Anatomie, fonctions et types cellulaires du foie

Fonction principale

Situé dans la partie supérieure droite de I'abdomen, le foie joue un réle vital
dans le métabolisme et la détoxification. Il régule la glycémie, stocke des vitamines et
synthétise des protéines cruciales telles que I'albumine et les facteurs de coagulation,
essentiels pour 'hémostase. En outre, le foie filtre les toxines et les déchets du sang,
contribuant ainsi au maintien de I'équilibre interne du corps. Grace a sa vascularisation
unique par lI'axe intestin/veine porte, il exerce également une fonction de surveillance
immunitaire en détectant les agents pathogenes ayant franchi la barriére épithéliale

intestinale??!. Chez la souris, de taille relativement importante, il est divisé en quatre
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lobes : gauche, droit, caudé et carré. Il recoit son apport sanguin a 30 % par l'artére
hépatique, qui apporte le sang oxygéné, et a 70 % par la veine porte, qui transporte le

sang désoxygéné riche en nutriments, mais parfois en endotoxines, depuis l'intestin.

Le lobule hépatigue : unité fonctionnelle du foie

L’architecture du foie comprend des hépatocytes, des vaisseaux sanguins et
des canaux biliaires, le tout enveloppé par une capsule conjonctive appelée capsule
de Glisson. Cette capsule divise le foie en lobules, I'unité fonctionnelle du foie. Chaque
lobule est centré autour d'une veine centrale, entourée de sinusoides hépatiques qui
permettent aux hépatocytes d’absorber les nutriments et les toxines. Les lobules sont
structurés avec une veine centro-lobulaire au centre et des triades portales en
périphérie. La triade portale comprend une branche de la veine porte, une artére
hépatique et un canal biliaire, le tout entouré de tissu conjonctif. Cette structure permet
aux hépatocytes de recevoir les nutriments et I'oxygéne nécessaires a leurs fonctions
métaboliques, et de sécréter la bile, collectée dans les canalicules biliaires et

transportée vers le duodénum via le conduit biliaire commun.

Cellule
de Kupffer

Veine centrale

Artére

Hépatocyte
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Figure 13 : Architecture d'un lobule hépatique

(1) Représentation schématique d’un lobule hépatique. (2) Coupe histologique d’une triade
portale colorée par I'hnématoxyline et I'éosine. Une triade portale comprend une branche de la
veine porte apportant du sang riche en nutriments depuis le tractus gastro-intestinal, une
branche de l'artere hépatique fournissant du sang oxygéné, et un canal biliaire qui draine la
bile produite par les hépatocytes vers la vésicule biliaire et le duodénum. Figure adaptée de
Ling Yang et al. 2023?22

Types cellulaires du foie

Le foie est composé de différents types cellulaires. La cellule majoritaire est
I'hépatocyte, qui représente environ 70 % des cellules. Les autres types cellulaires
sont regroupés dans un ensemble de cellules dites « non-parenchymateuses »,
comprenant des cellules endothéliales, les KC, des cellules stellaires ainsi que des
cholangiocytes. Cette partie résume tres succinctement le réle de ces différents types
cellulaires pour se focaliser ensuite sur les cellules ayant suscité le plus notre attention

: les macrophages.

Les hépatocytes

Les hépatocytes sont les cellules parenchymateuses principales du foie,
représentant environ 80 % de sa masse. Leur role est central dans le maintien de
I'hnoméostasie hépatique et dans l'exécution de nombreuses fonctions vitales. Ces
larges cellules épithéliales polarisées sont caractérisées par la présence d’un ou deux
noyaux. Leurs plles basolatéraux sont en contact avec la matrice extracellulaire de
I'espace de Disse, situé entre les hépatocytes et les cellules endothéliales. Leur
disposition anatomique en plaques radiales autour des sinusoides hépatiques facilite
I'échange de substances avec le sang. Au-dela de leurs réles dans le métabolisme
énergétique et la détoxification de molécules complexes, ces cellules régulent le
métabolisme du fer en sécrétant I'hepcidine et en stockant le fer lorsque la quantité

sérique de I'élément est trop importante par rapport aux besoins de I'organisme.

Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales ou LSEC forment un tissu qui tapisse les parois des

vaisseaux sanguins hépatiques, y compris les sinusoides hépatiques. Elles jouent un
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réle crucial dans la fonction vasculaire du foie. Les cellules endothéliales des
sinusoides hépatiques présentent des caractéristiques particulieres qui facilitent les
échanges. En effet, elles sont caractérisées par des fenestrations, de petites
ouvertures a travers leur membrane cellulaire, qui permettent un échange facile de
substances entre le sang et les cellules hépatiques??®. Les cellules endothéliales
hépatiques interagissent étroitement avec les hépatocytes et les cellules de Kupffer
pour maintenir un environnement hépatique favorable. Par exemple, elles sécréetent
les protéines BMP2 et BMP6 pour moduler la production d’hepcidine via la voie
canonique des BMP73. Une étude récente a renforcé l'idée que les LSEC sont en
constant dialogue avec les cellules environnantes. En effet, les travaux de I'équipe du
Dr Muckenthaler suggérent que la sécrétion de BMP6 par les LSEC, en réponse au
fer, est dépendante de signaux sécrétoires provenant des hépatocytes’®. Enfin, les
cellules endothéliales du foie sont également impliquées dans la réponse immunitaire
du foie. Elles peuvent exprimer des molécules d'adhésion cellulaire et produire des
cytokines qui recrutent les cellules immunitaires en cas d'infection ou de dommages

hépatiques??*.

Les cellules stellaires

Initialement décrites par le Dr Von Kupffer en 1876, les cellules stellaires,
également appelées cellules Ito, sont des cellules étoilées localisées dans I'espace de
Disse. Leur fonction principale est le stockage de la vitamine A sous forme de
gouttelettes lipidiques, qu'elles libérent en cas de besoin??. De plus, les cellules
stellaires hépatiques participent a la régulation du flux sanguin, a la réponse
inflammatoire et a la cicatrisation en produisant des cytokines et des facteurs de
croissance?28. A ce jour, il n'a pas été décrit de role direct des cellules stellaires dans
la régulation du métabolisme du fer. En revanche, elles jouent un réle majeur dans le
développement de la fibrose hépatique, une conséquence possible d’'une surcharge
en fer prolongée dans I'organisme??’. Outre leurs réles immunitaire et fibrogéne, les
cellules stellaires interagissent avec les cellules de Kupffer. En effet, leurs contacts
étroits avec les LSEC et les cellules de Kupffer forment une niche permettant I'étroite
collaboration de ces différents types cellulaires. Ainsi, des travaux ont par exemple
démontré que dans certaines conditions d’abolition des cellules de Kupffer, les cellules

stellaires (ainsi que les LSEC) orchestrent le recrutement et 'adhésion des monocytes,
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puis induisent la différenciation de ces derniers en moKC (« Kupffer dérivés des
monocytes ») sous l'action de facteurs de transcription comme LXRa. Les cellules
stellaires ont donc la capacité d’'imprimer une identité aux cellules de Kupffer pour

maintenir 'homéostasie du tissu hépatique?®4.
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Figure 14 : Schématisation des différentes cellules présentes dans le microenvironnement
des sinusoides hépatiques
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Les sinusoides hépatiques sont bordées par les LSCE qui constituent l'interface entre ces
derniéres et la circulation sanguine. Ces cellules sont en dialogue constant avec les autres
cellules du microenvironnement notamment avec les hépatocytes pour réguler le métabolisme
du fer. Les KC sont présents dans les vaisseaux sanguins, enchevétrés entre les LSEC, et
développent des prolongements cellulaires dans I'espace de Disse. Dans cet espace se
trouvent des cellules stellaires, au plus proche des hépatocytes. Bien qu’en faible nombre,
elles communiquent également avec les autres NPC, notamment avec les KC dont elles
participent a maintenir leur identité. Enfin, les hépatocytes sont les cellules constituant 70%
des cellules du foie, ils forment une barriére polarisée et exercent leurs fonctions métaboliques
a partir des éléments passant par les fenestrations des LSEC.

b. Cellules de Kupffer : développement, identification et phénotype

D’abord confondus avec des cellules endothéliales, les KC doivent leurs noms
a Karl Wilhelm von Kupffer qui les décrit pour la premiere fois a la fin du XIXéme siecle.
Ce ne sera que quelques années plus tard que des scientifiques les définiront plus
précisément comme des macrophages puis comme des cellules du systéme

phagocytaire mononucléées??,

Dans un foie sain, les cellules de Kupffer représentent environ 25% des cellules
non parenchymateuses et on estime qu'il y a environ une KC pour 10 a 20
hépatocytes??®. Leur position dans les sinusoides, enchevétrées avec les cellules
endothéliales, est idéale pour interagir avec les éléments du sang. De plus, leurs
prolongements dans I'espace de Disse favorise également les échanges avec les

autres cellules de leur environnement, dont les hépatocytes?%4.

Comme vu en amont dans la partie introductive, les KC sont des macrophages
tissulaires. lls apparaissent pour la premiére fois au cours de 'embryogénése et sont
maintenus ensuite chez I'adulte par auto-renouvellement. C’est le cas chez la souris
ou les progéniteurs embryonnaires « PEM » issus du sac vitellin1®” et/ou les CSHZ%
évoluent en monocytes du foie foetal®®'. Par la suite, ces monocytes se différencient
en cellules de Kupffer sous l'effet du facteur de croissance CSF1, qui leur permet
également de se maintenir de maniére autonome, indépendamment des monocytes
circulants'®. |l existe également une description plus récente de ce processus de
différenciation dans laquelle un « pré macrophage » est généré a partir du PME et
colonise ensuite des tissus par chimiotactisme grace notamment a I'expression du

récepteur CX3CR12%2, Divers facteurs ont été décrits pour différencier ces précurseurs
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et ainsi induire une destinée de KC a ces cellules. Parmi ces facteurs peuvent étre
cités ID3 (transcription factor inhibitor of DNA binding 3), ZEB2 (zinc finger E-box
binding homeobox 2) qui régule I'expression du facteur de transcription LXRa (codé
par le géne Nr1h3) le facteur Spi-C ou encore le ligand de Notch DDL4 produit par les
LSEC?04232.233 Une fois établies chez l'adulte, ces KC d’origine embryonnaire ou
emKC, se maintiennent par prolifération locale en conditions d'homéostasie,

indépendamment des monocytes circulants?°°,
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Figure 15 : Développement des cellules de Kupffer
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Les KC ont une origine embryonnaire et se développement a partir d'un PEM et/ou d’'un pré-
macrophages issus du sac vitellin mais également a partir d'une CSH provenant des régions
AGM. Ces derniers vont se différencier en monocytes dans le foie foetal puis en KC sous
'impulsion de divers facteurs. Les KC vont ensuite se maintenir par auto-renouvellement.
Dans certaines conditions, des monocytes provenant de la MO peuvent infiltrer le foie et se
différencier en KC pour reconstituer/enrichir le réservoir de KC.

Les technologies d’analyse de transcriptome sur cellule unique ou « single cell
RNA seq, associées a des études phénotypiques protéiques par cytométrie en flux ont
permis le développement d’identification plus précise des cellules de Kupffer. Ainsi des
génes spécifiquement exprimés par les KC ont été identifiés comme par exemple le
géne Clec4f ou encore Timd4, dont 'analyse des niveaux de transcrits et de protéines
est aujourd’hui couramment utilisée pour cibler ces cellules?%5234, TIMD4 est un
récepteur aux phosphatidylsérines exposées a la surface des cellules apoptotiques et
des globules rouges endommagés. Quant a 'antigéne CLECA4F, il convient de préciser
que bien qu’il soit un marqueur intéressant, 'utilisation de ce dernier pour identifier les
KC peut présenter des limites. En effet, il est exprimé relativement tard dans le
développement des KC, ce qui rend difficile l'identification des cellules qui se
développent en KC204205.235 Ce n’est pas le cas pour les emKC. Cependant cela peut
constituer un biais pour leur étude dans un contexte pathologique qui entrainerait leur
mort puis le recrutement de monocytes de la MO pour reconstituer un réservoir de
moKC, décrits préecédemment. Aujourd’hui, il est intéressant d’utiliser une association
d’antigénes pour identifier les KC, définis comme CD45"; CD11b™; F4/80%;
CLECA4F*; TIMD4*. Enfin, durant ces derniéres années, 'augmentation massive des
recherches sur le phénotype de ces macrophages a fait émerger des nouveaux
marqueurs d’identifications de ces cellules dont CLEC2 (c-type lectin-like receptor 2),
CD207 et VSIG4235, Une partie de ces marqueurs a été utilisée dans nos recherches
pour étudier les KC que ce soit par cytométrie ou encore par des analyses de biologie
moléculaire de type PCR quantitative. Ces derniers sont retrouvés dans le tableau 1

ci-dessous.

97



KC d’origine KC dérivés des Monocytes

Marqueurs embryonnaire monocytes classiques
CD11b + + T
Ly6C - - T
F4/80 ++ bl -
CCR2 - - t*
Cx3CR1 - - *
CLEC4F ++ + )
TIMD4 ++ w7 "
VSIG4 ++ i "
CLEC2 ++ i )
SLC40A1 (FPN) ++ ++ )
CD163 ++ w7 "
HO-1 ++ + )
CD207 + i )

Tableau 1 : Principaux marqueurs protéiques pour identifier les KC

Ce tableau regroupe divers antigénes permettant de différencier les cellules de Kupffer
d’origine embryonnaire (emKC), les Kupffer dérivés de monocytes (moKC) et les monocytes
classiques qui dans certaines conditions peuvent se différencier en moKC.

c. Fonctions des Kupffer dans [I'érythrophagocytose ainsi que le

recyclage de ’hémoglobine et ’héme

En condition d'équilibre homéostasique, le recyclage des globules rouges a lieu
principalement dans la rate?3’. Toutefois la littérature démontre que les macrophages
hépatiques sont également impliqués dans I'érythrophagocytose de GR sénescents,
mais les données restent peu claires. Il a été proposé que les cellules endothéliales
sinusoidales du foie jouent un réle important dans le processus de capture des
globules rouges sénescents (et peu déformables), dans les sinusoides hépatiques?3,
Ces LSEC patrticiperaient a la capture des globules rouges agés dans les sinusoides,
ce qui faciliterait leur ingestion par les KC. Des études récentes sur l'imagerie de

I'architecture du tissu hépatiqgue montrent que les KC résident non seulement dans les
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vaisseaux sinusoidaux, occupant souvent la majeure partie de leur lumiére, mais se
propagent également dans l'espace de Disse, une niche entre les LSEC et les
hépatocytes. Il est plausible qu'un tel microenvironnement local, caractérisé par une
lumiere étroite des sinusoides, bordée de LSEC et remplie de KC dépassant de la
paroi endothéliale, soit impliqué dans la capture des globules rouges rigides. Il est
intéressant de préciser qu’'au regard de [I'hétérogénéité des populations de
macrophages, il est également possible que seul un sous ensemble distinct de
macrophages hépatique soit responsable de [I'érythrophagocytose de globules

rouges?3°,

En revanche, dans des conditions de dommages excessifs aux cellules
sanguines, il a été montré que les KC occupent une réle primordial pour la clairance
des globules rouges, en phagocytant ces derniers depuis le foie qui devient alors
I'organe principal pour I'érythrophagocytose®'. De plus les auteurs démontrent
également que lors de 'hémolyse massive, 'hémoglobine et I'héme circulants libérés
par les GR endommagés sont captés dans le sang par les protéines haptoglobine et
hémopexine. Les KC expriment alors les récepteurs CD163 et CD91 pour piéger ces
molécules, permettant ainsi de prévenir le stress oxydatif di a la présence de fer libre.
Lorsque la capacité des KC est dépassée, ces cellules sont susceptibles de mourir par
ferroptose, un processus induit par le stress oxydatif et la peroxydation lipidique?4°.
Pour compenser cette perte, il a alors été montré que des monocytes sanguins se
différencient en une population transitoire de macrophages exprimant fortement le
récepteur CCR2. Le recrutement de ces monocytes vers le foie est médié par un
gradient de la chimiokine CCL2, attirant ainsi les monocytes vers I'organe pour soutenir
les KC4L, Dans leurs travaux, les auteurs démontrent également que ce mécanisme
est dépendant du facteur de différenciation CSF1 ainsi que du facteur de transcription
NRF2. Notons que des mécanismes similaires de mort des KC et reconstruction de
leur réservoir par des monocytes dérivés de la MO ont été observés dans des
situations telles que linfection a Listeria monocytogenes, suggérant que ce
mécanisme pourrait étre une réponse générale au stress, modulée en fonction de la
nature du stress initial?*!. Enfin, aprés avoir phagocyté les érythrocytes, les KC
assurent le recyclage du fer en exprimant tous les genes impliqués dans son

absorption, sa transformation et son export?42.
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Figure 16 : Recyclage de globules rouges sénescents par des macrophages transitoires
issus de monocytes Ly6C**/CCR2*"

Des GR stressés ou endommagés, en exces, sont érythrophagocytés par des emKC. Ces
derniers, pouvant étre dépassés par un stress oxydant trop important, recrutent alors des
monocytes Ly6C** de la circulation sanguine et de la rate par un mécanisme CCL2-dépendant.
Les monocytes recrutés participent ainsi a I'élimination des GR et se différencient dans le foie
en macrophages dits transitoires, capables de recycler efficacement le fer issu des GR. Ces
derniers maturent ensuite en macrophages, au phénotype trés proche de celui des emKC, ils
sont alors appelés moKC. Figure réalisée d’aprés Theurl et al. 2016
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d. D’autres populations de macrophages cohabitent avec les KC, dans le

foie

Le développement de nouvelles méthodes novatrices, basées sur des
techniques d’analyse de transcriptomes sur cellule unique, a permis de mettre en
évidence des sous-ensembles de macrophages dans le foie?*3. Ces expériences ont
révélé que les KC ne constituent pas la seule population de macrophages présente
dans le foie. Ici, nous définissons les différents types de macrophages qui cohabitent
dans cet organe.

Nous avons vu précédemment dans ce chapitre que chez I'adulte, en condition
physiologique, certains macrophages présents dans les tissus dépendent
continuellement des monocytes de la MO pour maintenir leurs réservoirs. Pour illustrer
notre propos, nous avions abordé le cas des macrophages capsulaires également
connus sous le nom de LCM (Liver Capsular Macrophages). En effet, contrairement
aux KC qui se développent a partir d’'un précurseur embryonnaire, puis s’auto-
renouvellent, les LCM dérivent des monocytes circulants. Une fois différenciés en
LCM, ces derniers résident sous la capsule de Glisson, une localisation idéale pour la
surveillance de la cavité péritonéale. Phénotypiquement, ces derniers expriment des
marqueurs de macrophages généraux, tels que F4/80 et CD64, mais n'expriment pas
les marqueurs de KC comme VSIG4, CLEC4F, TIMD4 ou CLEC2, décrits
précédemment 243, lls expriment plutét les antiggénes CX3CR1 et CD207. Cependant,
la protéine CD207 est également présente a la surface des KC, soulignant la nécessité
d'utiliser des marqueurs spécifiques des KC pour exclure ces derniers de toutes
analyses lorsque I'on veut étudier les autres populations de macrophages présentes
dans le foie. D’'un point de vue fonctionnel, les macrophages capsulaires sont
principalement impliqués dans la protection contre les infections péritonéales, jouant
ainsi un role crucial dans la défense immunitaire du foie contre les agents pathogenes

potentiellement dangereux?°2.

Puis, des macrophages exhibant une signature transcriptionnelle assez proche
des LCM ont également été identifiés et fait 'objet de recherches. En effet, ce sous

ensemble de macrophages, présent dans la veine centrale a d’abord été confondu
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avec des cellules dendritiques qui se trouvent également autour des veines et

expriment I'antigéne CD207%43.

Par ailleurs, en plus de ces LCM et des macrophages de la veine centrale, a
éte décrite une population supplémentaire de macrophages dans le foie murin (et aussi
humain), a proximité des voies biliaires. Ces macrophages ou « LAM » (Lipid-
associated macrophages), présentent un phénotype proche de ceux décrits dans le
tissu adipeux obese ou aussi ceux que I'on retrouve dans foie en condition de stéatose

hépatique. lls expriment des génes tels que Gpnmb, Spp1, Trem2 et Cd9235243,

Enfin, notons que dans la circulation hépatique circule un petit pourcentage de
monocytes. En effet, comme vu précédemment, ces cellules peuvent étre divisées en
deux sous-groupes. D'une part, sont retrouvés les monocytes non classiques
Ly6C'ow ;CX3CR1**; CCR2" qui surveillent les sinusoides pour maintenir 'homéostasie
vasculaire en éliminant les cellules endothéliales infectées ou en fin de vie?*4. D'autre
part, on trouve les monocytes classiques Ly6C**; CX3CR1"°"; CCR2**, qui sont
recrutés dans les tissus en cas d'inflammation et peuvent se transformer en cellules
dendritiques ou en macrophages?*®. Ces macrophages dérivés des monocytes
constituent une population hétérogene et plastique, générée dans des contextes
physiopathologiques d’infection stérile ou non stérile, d’agression hépatique ou encore

de stéatose.

Pour résumer I'ensemble de ces éléments, il est évident que bien que les KC
constituent la principale population de macrophages dans le foie sain, ils coexistent
avec au moins deux autres populations de macrophages ainsi que des monocytes.
Toutefois, les KC représentent la population de macrophages majoritairement
spécialisée dans les fonctions associées au métabolisme du fer.

Enfin, certaines données suggérent que les KC pourraient étre impliqués de
facon plus directe dans la régulation du métabolisme du fer et exercer des signaux
inhibiteurs sur I'hepcidine des hépatocytes?*?. Nous avons longuement travaillé sur

cette problématique qui est introduite dans la derniere partie de ce chapitre (partie Il1)
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2. Recyclage des globules rouges par les macrophages de la pulpe rouge dans

la rate

Les KC ne sont pas le seul groupe de macrophages qui expriment une
machinerie spécifique pour réguler le fer. En effet, en condition physiologique les RPM
de la rate sont spécialisés dans I'érythrophagocytose des globules rouges sénescents
pour maintenir un apport continu de fer recyclé. Dans cette partie, nous passons
succinctement en revue le role de ces RPM qui contribuent a la régulation du

métabolisme du fer.

Les RPM hydrolysent les érythrocytes dans le phagolysosome a partir duquel
I'hneme est libéré aprés la dégradation protéolytique de I'hémoglobine. Ces
macrophages, présentent une expression accrue des génes nécessaires a
I'érythrophagocytose et au recyclage du fer (CD163, FPN et HO-1). L’héme est ensuite
catabolisé par HO-1 libérant ainsi le fer ferreux. En fonction des besoins, le fer est
stocké dans la ferritine ou libéré par les cellules dans la circulation (par les
mécanismes d’export décrits dans le chapitre 1) pour fournir un apport suffisant de fer

aux érythroblastes de la MO lors de I'érythropoiese.

Les macrophages de pulpe rouge splénique sont caractérisés chez la souris par
des cellules F4/80*; CD68 *; VCAM1*; CD11b *2%6, |Is se développent sous
I'influence du facteur de transcription Spi-C, exprimé spécifiguement dans ces RPM.
Les souris Spi-C*- présentent une splénomégalie et une accumulation de fer dans la
rate associée a une faible expression de ferroportine, ce qui entraine une capacité
limitée a exporter du fer recyclé?*’. Il a été montré que Spi-C est induit par le CSF-1
ce qui est cohérant avec le réle proposé de ce facteur de croissance dans I'induction

de la différenciation en macrophages spécialisés dans I'érythrophagocytose.
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3. Role trophigue des macrophages de la moelle osseuse dans I'érythropoiese

Nous avons vu dans le chapitre 2 que I'érythropoiése est un processus
dynamique régulé par divers signaux extérieurs et dépendant d’'un apport d’holo-
transferrine adéquat. Cet apport de fer permet la synthése d’héme au cours de
I'érythropoiése définitive. Dans certaines zones de la MO se trouvent des structures
appelées flots érythroblastiques dans lesquelles maturent des cellules érythroides a
différents stades de développement?#, Ces ilots sont donc constitués d’un amas de
progéniteurs de GR avec en son centre un macrophage dit « nourricier ». Ce
macrophage, caractérise comme CD169+ fournit une niche pour la régulation

érythropoiétique?*°.

La formation des flots érythroblastiques est permise grace a des molécules
d’adhésion cellulaire. En effet, c’est notamment le cas de l'intégrine a 4 B 1 et de la
molécule d'adhésion intercellulaire 4 (ICAM-4) exprimée a la membrane des
précurseurs érythroides. Ces molécules interagissent respectivement avec la
molécule d'adhésion des cellules vasculaires-1 : VCAM-1 et les intégrines a v, telles
que avpBiet avps?0 Lutlisation danticorps neutralisants a démontré que ces
molécules d'adhésion sont importantes pour lintégrité des flots érythroblastiques
puisque que le blocage de linteraction des intégrines ICAM-4 — a v entraine une
réduction du nombre d'ilots ainsi que du nombre total d'érythroblastes par ilot?51. De
méme, la perte de l'interaction a 4 3 1 -VCAM-1 a conduit & une perturbation des flots
érythroblastiques soulignant I'importante des macrophages dans ces niches de

précurseurs érythroides?2.

Par ailleurs, le macrophage nourricier soutient I'érythropoiese en émettant des
signaux de stimulation et d'inhibition pour réguler la balance entre la prolifération et la
différenciation des progéniteurs érythroides, tout en maintenant les signaux de survie
nécessaires®*. Parmi ces signaux peuvent étre cités différents facteurs solubles, tels
qgue la BMP4, le facteur de croissance analogue a l'insuline 1 (ILGF1), I'lL-3 et le
facteur de différenciation en granulocytes et macrophages : GM-CSF (Granulocyte
Macrophage Colony-Stimulating Factor). De plus, des régulateurs négatifs de
I'érythropoiese peuvent étre libérés par ces macrophages notamment le facteur de
transcription GATA 1 et les molécules TGF-B, IFNy (interféron gamma) et TNFa34.253,
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Enfin, Il a également été montré que les macrophages nourriciers sont impliqués dans
I'élimination des noyaux extrudés des érythroblastes. En effet, nous avons vu dans la
section concernant I'érythropoiése que durant leur maturation, les progéniteurs

libérent un fragment érythrocytaire contenant leur noyau appelé pyrénocyte?,

lll.  Démonstration des liens entre macrophages et hepcidine

Durant ces trois années de recherches, nous avons exploré I'implication des
macrophages sur la régulation de I'hepcidine. Dans ce contexte, nous avons testé des
hypothéses sur le réle de ces phagocytes mononucléés par des approches in vivo et

in vitro.

Cette derniére partie a pour but de résumer les données de la littérature qui font
état de liens directs entre les macrophages et I'hepcidine. Nous verrons que le role
des macrophages (dont les KC) dans 'homéostasie martiale, n’a peut-étre pas encore
été pleinement caractérisé et que ces derniers pourraient étre impliqués de facon plus
directe dans la régulation de I'hepcidine des hépatocytes, en produisant notamment

des signaux inhibiteurs.

1. Expression de I'hepcidine par les macrophages

Les macrophages, présents dans divers tissus, sont directement impliqués dans
la sécrétion de I'hepcidine. Dans le foie, les cellules de Kupffer sécrétent de I'hepcidine
en réponse au LPS, par une voie dépendante de TLR4%°. De la méme facon, il a été
démontré que des macrophages spléniques peuvent synthétiser de maniére endogene
I'nepcidine apres infection bactérienne. En effet des injections intrapéritonéales de
LPS étaient capables d'augmenter I'expression de I'hepcidine dans ces macrophages,

toujours via TLR42%,

Dans les poumons, les macrophages alvéolaires produisent également de

I'hepcidine en réponse aux infections respiratoires. Cette sécrétion aide a limiter la
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disponibilité du fer pour les agents pathogenes, réduisant ainsi leur prolifération et
soutenant la défense immunitaire locale?®%2%’, Ainsi, les macrophages alvéolaires
jouent un réle clé dans la protection des voies respiratoires contre les infections

notamment dans le contexte de tuberculose?28.

En résumé, les macrophages peuvent produire localement de I'hepcidine dans
certains tissus, particulierement dans des contextes inflammatoires, ce qui suggére un
rle protecteur de I'hepcidine contre les pathogénes. Au-dela de ce rble local, se pose
la question d’un réle systémique, c’est-a-dire I'effet des macrophages sur I'expression
de I'hepcidine par les hépatocytes. Cette problématique, qui a été au centre de ces

travaux de these, est développée dans la partie suivante.

2. Les KC inhibent-ils I'hepcidine ?

Aujourd’hui, il est acquis qu’une augmentation du fer plasmatique stimule la
production de I'hepcidine par les hépatocytes, limitant ainsi I'export du fer des
macrophages via le blocage et I'élimination de la FPN. De ce fait, il nest pas
impossible qu’un mécanisme inverse puisse exister. C’est-a-dire un mécanisme
provenant des macrophages, vers les hépatocytes, pour ajuster les niveaux
d’hepcidine en fonction du contexte. Ainsi, en 2008, il a été décrit de que les KC
semblent atténuer I'expression de I'hepcidine des hépatocytes. En effet, dans leurs
travaux, les auteurs ont développé un modele de mort cellulaire des KC induite par les
liposomes de clodronate. lls ont alors observé que cette diminution de la population
de macrophages hépatiques a entrainé une augmentation de I'expression de

I'hepcidine et en conséquence une baisse significative des taux plasmatiques de fer?*2.
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Figure 17 : Modéle hypothétique d’une inhibition de I'expression de I'hepcidine hépatocytaire
par les KC en réponse a des signaux de leur environnement

D’aprés Theurl et al. 2008%4?, les KC pourraient exercer une inhibition de I'expression de
I'hepcidine des hépatocytes. En effet, la position stratégique de ces macrophages, a l'interface
entre la circulation hépatique et 'espace de Disse, permet a ces cellules d’agir comme des
sentinelles capables de sonder les signaux de I'environnement. Ainsi, 'hypothése que ces
macrophages puissent rendre compte de ces signaux, en agissant sur les hépatocytes pour
réguler 'hepcidine n’est pas impossible.

Au regard de ces éléments, il est tentant de spéculer que les KC peuvent affiner
la production d'hepcidine et qu’un circuit hépatique intrinseque rende compte de la
quantité de fer acquise par les KC par érythrophagocytose. Il n’est pas non plus
impossible que d’autres signaux, provenant de I'environnement, puissent étre détectés
par les KC qui pourraient ensuite réguler I'hepcidine des hépatocytes. A ce jour,
aucune preuve de ce dialogue KC-hépatocytes n’a été pleinement avancée, ces

interrogations ont fait 'objet d’'un axe important dans nos travaux de recherches.
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CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET
OBJECTIFS

En résumé de cette introduction, I’hepcidine est une hormone hépatocytaire qui
permet de maintenir un niveau adapté de fer sérique, en contrdlant son absorption au
niveau intestinal et son export dans la circulation par les macrophages et les
hépatocytes. Dans des conditions de stress de I'érythropoiése, I'hepcidine est inhibée
pour augmenter de la biodisponibilité du fer et ainsi fournir une quantité adéquate pour
la synthése d’hémoglobine par les érythroblastes, lors du processus d’érythropoiése.
Cependant, les mécanismes permettant la suppression de I'expression de 'hormone

hépatique ne sont pas encore tout a fait élucidés.

Dans ce contexte, de nouveaux acteurs pourraient étre identifiés, comme par
exemple le récepteur PAR2, qui agit comme un senseur de I'environnement
protéolytigue pour médier différentes réponses cellulaires. En effet, nous avons
largement décrit ce récepteur, appartement a une famille particuliéere de RCPG, dont
I'activation réside dans le clivage d’'un de leur fragment extracellulaire par diverses
protéases. Nous avons également vu que la fonction de PAR2 n’a jamais été étudiée
dans le contexte du métabolisme du fer, en particulier celui de la régulation de
I'hepcidine. Toutefois, la littérature décrit que sa délétion dans les macrophages altere
I'érythropoiése embryonnaire et induit 'anémie des embryons transgéniques F2rl1LysM,
Une surexpression de I'hepcidine était également associée a ce phénotype, suggérant

que PAR: pourrait étre impliqué dans la régulation de cette hormone.

Par ailleurs, les macrophages assurent des fonctions physiologiques pour
maintenir I'équilibre homéostasique du fer. Cependant, a ce jour, ces phagocytes n’ont
pas encore livré tous leurs secrets. En 2008, l'implication directe des macrophages
dans la régulation de I'hepcidine hépatocytaire a été suggérée mais ce phénomene

demeure aujourd’hui assez flou et demande a étre pleinement caractérisé.

Dans ce contexte de recherche, plusieurs objectifs se sont dessinés pour

décrypter certains mécanismes de régulation de I'hepcidine. Dans un premier temps,
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nous avons cherché a démontrer I'implication du récepteur PAR2 dans linhibition de
'hormone hépatique. Pour répondre a cette problématique, nous avons développé
plusieurs modeles murins dans lesquels PAR:2 a été supprimé. Les expériences
menées sur ces modeles ont eu pour but de déterminer si PAR2 peut étre une cible
intéressante pour le traitement de certaines pathologies associées a une dérégulation

de I'hepcidine.

Le deuxieme objectif fut d’explorer la fonction des macrophages dans l'inhibition
de 'hormone hépatocytaire. Par des approches in vivo et in vitro, nous avons tenté de
caractériser le comportement de ces cellules myéloides en condition d’homéostasie
mais également lors de I'anémie engendrée par la phlébotomie. La compréhension
précise du fonctionnement de ces cellules est importante pour enrichir les
connaissances fondamentales de la biologie des macrophages et pourrait s’avérer

intéressante dans divers domaines de recherche biomédicale.

Le troisieme obijectif de cette thése s’est intégré dans un projet secondaire dans
lequel nous avons clarifié la fonction de la matriptase-2 hépatocytaire. En effet, cette
protéase transmembranaire exprimée dans plusieurs organes et surtout dans le foie,
inhibe I'’hepcidine pour établir des niveaux basaux en condition d’homéostasie. Chez
'Homme mais aussi chez la souris, la perte de fonction de la matriptase-2 entraine
'IRIDA. En supprimant in vivo la matriptase-2 des hépatocytes, nous avons étudié les
conséquences de la délétion sur les souris et ainsi déterminé si leur phénotype

récapitule celui dont la matriptase-2 est éteinte dans tout I'organisme.

L’ensemble de ces travaux de thése a donc pour objectif d’identifier, d’éclaircir
ou caractériser différents acteurs de la régulation de I'hepcidine, dans diverses

conditions physiopathologiques.
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MATERIELS ET METHODES

l. Modeles in vivo

1. Animaux

L’utilisation de modeles in vivo s’est avérée indispensable pour tester nos
hypothéses. Nous avons donc choisi le modele murin pour sa facilité de manipulation,
mais également parce que sa physiologie est trés proche de celle de 'Homme,

notamment celle concernant la régulation de I’hepcidine et du fer.

Plusieurs lignées de souris transgéniques ont été utilisées. Ces souris ont été
hébergées principalement dans la zootechnie A1 du CREFRE (Centre Régional
d’Exploration Fonctionnelle et de Ressources Expérimentales) — US006 a statut SPF
(Specific Pathogen Free). Exceptionnellement, la lignée de souris F2rl1ysM a été
hébergée dans une autre zootechnie d’expérimentation type A1 du CREFRE a statut
conventionnel. Toutes les souris ont été élevées dans des cages ventilées (5 souris
maximum/cage), dans des conditions de libre accés a I'eau et a la nourriture (180

mg/kg de fer ; ssniff ; Soest ; Allemagne) en suivant un rythme nycthémere constant.
Différentes lignées murines ont été utilisées :

= Souris F2rl17 : Ces souris, provenant de I'équipe du Dr Nathalie Vergnolle a
'INSERM U1220 (premiérement décrites par Lindner, J.R et al.2000),
présentent une délétion constitutive du gene F2rl1 codant pour PAR:. Elles sont
issues d’un fond C57BI/6J et ne présentent pas de phénotype macroscopique

particulier.

» Souris F2rl1-YsM: Ces souris présentent une délétion de I'exon 2 du géne F2rl1
codant pour PAR:2 spécifiguement dans les monocytes/macrophages
(F2rl1ysM). La délétion de I'exon entraine un arrét de la transcription et en

conséquence une absence du récepteur dans les cellules LysM+. Elles sont
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issues d’'un croisement entre les souris F2rl1FloXFlox (provenant du Dr Eric
Camerer, PAARC, Inserm U970) et les souris LysMCc' (provenant du Dr Jean-
Philippe Pradere, RESTORE, CNRS UMR5070). Sous un fond C57BI/6J, elles

ne présentent pas de phénotype macroscopigue particulier.

» Souris LysM®™R: Ces souris expriment le récepteur de la toxine diphtérique
induit (iDTR) uniquement dans les monocytes/macrophages. Elles sont issues
d’'un croisement entre les souris iDTRFloxFlox (provenant du Dr Nicolas
Gaudenzio, INFINITY INSERM U1291) et les souris LysM¢e d'un fond

C57BI/6J et ne présentent pas de phénotype macroscopique particulier.

= Souris Tmprss6” : Ces souris présentent une délétion constitutive du géne
Tmprss6 codant pour la matriptase-2, elles sont issues d’un fond génétique
C57BI/6J. Les souris n'exprimant pas la matriptase-2 présentent une anémie

ferriprive, c’est-a-dire une anémie liée a une carence en fer, et une alopécie.

» Souris Tmprss6”® : Ces souris présentent une délétion de I'exon 3 du géne
Tmprss6 de la matriptase-2 conduisant a I'absence d’expression de la MT2
spécifiquement dans les hépatocytes. Elles sont en fond génétique C57BI/6J.
Elles sont issues d’un croisement entre les souris TmprsseFloxFloxgénérées par
l'institut clinique de la souris a 'IGBMC (Institut de génétique et de biologie

moléculaire et cellulaire, Strasbourg) et les souris Albc® (Jackson Laboratory).

Pour I'étude de ces différents modeles murins, nous avons utilisé des souris
contrbles dites « littermates », issues de I'élevage concerné et des mémes portées,
mais dont le géne d’intérét n’a pas été supprimé. Nous avons également travaillé sur
une cohorte de souris sauvages WT (Wild-Type) C57BI/6J (Janvier Labs) qui ne
présentent pas de mutations. Ces derniéres ont été hébergées dans des conditions
identiques a celles des modéles transgéniques. L’ensemble des souris utilisées dans
le cadre de nos expériences étaient des males agés de 8 a 12 semaines. Toutes les
expérimentations animales ont été menées conformément a la législation européenne

sur la recherche animale et aux directives ARRIVE 2.0.
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2. Modele d’induction d’un stress érythropoiétique

1. Anémie induite par la phlébotomie

La phlébotomie est une incision pratiquée dans une veine pour retirer du sang.
Cette technique a pour but d’induire un stress de I'érythropoiése, responsable d’'une
anémie qui requiert la production de nouveaux globules rouges. Cela permet
d’engendrer une baisse significative du nombre de globules rouges conduisant a une
diminution de la concentration globale d’hémoglobine associée a une baisse de
I’'hématocrite qui représente le volume de globules rouges par rapport au volume

sanguin total.

Pour réaliser ces phlébotomies, des souris males agées de 10 a 12 semaines
ont été anesthésiées avec de lisoflurane pendant quelques secondes. Celles-ci ont
ensuite été contentionnées afin de rendre plus accessible un faisceau vasculaire situé
sous la machoire, derriére la pointe de I'os mandibulaire. A I'aide d’'une aiguille stérile
d’'un diameétre de 18G, la veine mandibulaire est percée pour laisser s’écouler un
volume précis de sang, collecté dans un tube de 1,5ml. Une forte pression est ensuite

appliguée sur la joue pour arréter le saignement.

Le protocole de phlébotomie est basé sur deux phlébotomies (300 pL de sang
/ phlébotomie) séparées de 24h, les souris sont ensuite sacrifiées 24h aprés le second

prélevement.

2. Stimulation de I'érythropoiése par injection d’EPO recombinante

Afin d’'induire la production de nouveaux globules rouges et de mimer un stress
érythropoiétique pour diminuer I'expression de I'hepcidine, des souris agées de 10 a
12 semaines ont recu une dose intrapéritonéale de 200U d’EPO (329871 ; Sigma-
Aldrich). Les souris ont ensuite été sacrifiées 15h aprés I'injection pour les différents

prélevements d’échantillons.
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3. Modéle d’inflammation induite par injection de LPS

Pour induire une réponse inflammatoire systémique, les souris ont été injectées
par voie intrapéritonéale (i.p.) avec une solution saline contenant du LPS (1 pg/g de
souris ; L2637 Sigma-Aldrich) et sacrifiees 2h, 15h ou 24h aprés injection. Les souris
du groupe contréle ont recu une injection de solution saline (NaCl 0,9%) dans les

mémes conditions.

4. Modele de déplétion des macrophages par injection de

toxine diphtéerique

Les souris LysMIPTR ont recu une injection i.p. de 500ng de toxine diphtérique
recombinante (D0564, Sigma-Aldrich) par jour pendant trois jours. La toxine induit
une inhibition de la synthese protéigue dans toutes les cellules exprimant le récepteur
IDTR, majoritairement les monocytes et macrophages. Un groupe de souris contrble a
recu 3 injections de PBS (Phosphate Buffered Saline). Les animaux ont été sacrifiés

12 heures apres la derniere injection.

5. Mise a mort des animaux et prélévement d’échantillons

biologiques

Les souris ont été euthanasiées par injection i.p. d’'une dose de pentobarbital
sodique (90 mg/kg ; Dolethal) puis différents prélevements ont rapidement été réalisés

post-mortem :

e Le sang a été prélevé par exsanguination au niveau de l'aorte abdominale
guelques secondes apres la mort des individus. Environ 100 uL ont été prélevés
dans un tube (Microvette®, 20.1288.100, Sarstedt) dont les parois sont enduites
d’EDTA (éthylenediaminetétraaceétique), permettant d’'empécher la coagulation
sanguine qui interférerait avec la mesure de parametres hématologiques comme

la NFS (Numération Formule Sanguine), les globules blancs et les plaguettes
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avec un automate spécialisé (CELL-DYN Emerald, Abbott). Environ 500 pL de
sang ont été récupéreés pour extraire le sérum par centrifugation a 2500 rpm puis
stockés a -80°C.

Les organes d'’intérét (foie, rate, reins, etc.) ont été prélevés sur glace, rincés en
PBS et immédiatement congelés dans de l'azote liquide pour étre ensuite
stockés a -80°C.

Les fémurs, contenant la moelle osseuse (MO), ont été prélevés dans du PBS a
4°C, puis coupés, a l'aide d’'un scalpel, de part et d’autre au niveau de la
diaphyse. Les fémurs ont été placés dans des micro-tubes de 0.2ml,
préalablement perforés, et placés eux-mémes dans un tube de 1.5ml puis
centrifugés a 5000 rpm pendant 2,5min. La moelle osseuse, ainsi récupérée, a
été congelée dans une solution de Trizol permettant de stabiliser les ARN

(Acides RiboNucléiques) pour les expériences de biologie moléculaire.

Pour les analyses de cytométrie en flux, la rate a été prélevée, puis écrasée
entre deux lames de verre et dissociée avec une seringue de 5mL dans une
solution de PBS contenant 5% de SVF (sérum de veau feetal ; CVFSVF00-01,
Eurobio scientific) a 4°C, puis passée a travers un tamis cellulaire de 70uM
(352350, Falcon®) pour retirer les débris et obtenir une suspension cellulaire.
La moelle osseuse a été récupérée en incisant les fémurs et les tibias a l'aide
d’un scalpel, puis en injectant du PBS-SVF 5% pour en extraire les cellules qui
ont été conserveées a 4°C. Pour étudier les cellules NPCs, le foie a été lavé dans
du PBS, puis a subi une digestion a la collagénase, décrite dans la section

suivante des modeéles in vitro.
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[I. Modeles in vitro

1. Production de milieu conditionné par lalignée cellulaire L929

La lignée L929 est une lignée de fibroblastes murins qui a été utilisée pour
produire un lot de milieu conditionné appelé LCCM (L-Cell-Conditionned Medium)
comprenant des facteurs de différenciation pour établir une culture de macrophages
dérivés de cellules de moelle osseuse. Ce milieu contient notamment du M-CSF
(Macrophage Colony Stimulating Factor) ou CSF1, une cytokine sécrétée par les
fibroblastes L929 qui induit la différenciation de cellules souches hématopoiétiques en
macrophages. Les cellules L929 ont été cultivées pendant 3 semaines dans des
flasques T75 a 37°C, dans un incubateur a 5% de CO2, dans du milieu RPMI (61870-
010, Gibco) avec glutamax supplémenté avec 10% de SVF inactivé par la chaleur ;
1% d'antibiotiques P/S (pénicilline 50 U/ml; streptomycine 50 mg/ml, 15140-122,
Gibco). Le LCCM a été collecté aprés 20 jours de culture puis filtré avec une unité de
filtration sous vide (S2GPU10RE, Sigma-aldrich) et stocké a -80°C.

2. Culture de macrophages dérivés des cellules souches de

moelle osseuse

Pour étudier I'inhibiteur sécrété par les macrophages in vitro, nous avons choisi
le modéle BMDM (Bone Marrow Derived Macrophage). Ces macrophages ont été
cultivés en utilisant des cellules de la moelle osseuse isolées a partir des fémurs de
souris C57BI/6J WT agées de 8 a 12 semaines. Les cellules de la MO ont été
ensemencées (J0) a une densité de 3.3 x 10° cellules dans des boites de Pétri de 10
cm de diametre, ou a une densité de 5.8 x 10° cellules dans des plaques 6 puits de
3,5 cm de diametre. Les cellules ont été cultivées a 37°C, dans un incubateur a 5% de
CO2, dans un milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) a 4.5¢g/L de glucose
(31966-01, Gibco) complété par 10% de SVF, 10% de LCCM (milieu de culture
cellulaire L929, source de CSF-1) et 1% de P/S. Au jour 4, les cellules ont été rincées

deux fois avec une solution saline équilibrée de HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution ;
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H8264, Sigma-aldrich) et le milieu a été renouvelé. Une deuxiéme étape de lavages
et de renouvellement du milieu a été réalisée a J6, les BMDM ont été laissés 24h dans
un milieu DMEM (4.5¢g/L de glucose ; 0.1% SVF ; 10% LCCM ; 1% P/S) avant que le
milieu ne soit collecté et utilisé pour stimuler des hépatocytes primaires.

3. Culture d’hépatocytes primaires

1. Isolement et ensemencement des hépatocytes primaires

Les hépatocytes primaires ont été isolés a partir des foies de souris C57BI/6J
WT adultes agées de 8 a 12 semaines. Les souris ont été anesthésiées a l'aide de
pentobarbital sodique (90 mg/kg) administré par injection i.p. Une laparotomie a été
réalisée et le foie a été perfusé in situ avec une solution d’HBSS a 37°C sans
Ca?* contenant 25mM d'HEPES (acide 4-(2-hydroxyéthyl) -1-pipérazine éthane
sulfonique, 31966-01, Gibco) et 1% de P/S pour éliminer le sang. Ensuite, une
perfusion avec une solution de collagénase (100U/mL ; WOLS04188, Worthington
Biochemical Corporation) dans du DMEM (21885-025, Gibco) (1g/L Glucose ;
15mM HEPES ; 1% P/S) a été effectuée pour dissocier les cellules. Le foie a ensuite

été excisé et placé dans une boite de Pétri contenant du PBS froid.

La capsule de Gibson a été rompue manuellement pour dissocier les cellules.
La suspension cellulaire contenant les hépatocytes dissociés a été filtrée a travers un
tamis cellulaire de 70 um, puis centrifugée a 50g pendant 5min a 4°C pour éliminer les
débris. Le culot d’hépatocytes a été re-suspendu dans une solution de Percoll 50%
(17-0891-01, GE HEALTHCARE) puis centrifugé a 300g pendant 10min & 4°C. Cette
méme opération a été répétée, apres suspension, au préalable des hépatocytes dans
du DMEM (4,59/L GlutaMax pyruvate ; 10% SVF ; 1% P/S).

La viabilité cellulaire a été évaluée par coloration au bleu de Trypan. Les
hépatocytes viables ont été repris dans un milieu de culture contenant 50% de DMEM
glutaMax pyruvate (4,5g/L) et 50 % de F12 (31765027, ThermoFisher Scientific)
supplémenté avec 10% de SVF, 1% P/S et ensemencés a une densité de 4 x 10°
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cellules par puits dans des plagues de culture 12 puits (140620, ThermoFisher
Scientific). Les hépatocytes ont été incubés a 37°C, en atmosphére humidifiée, avec

5% de CO,. Le milieu de culture a été renouvelé 1h et 4h aprés 'ensemencement.

2. Traitement des cellules

Une moitié du volume du milieu conditionné, provenant des BMDM, a été
conservée a 4°C afin d’étre utilisé pour stimuler directement les hépatocytes. L’autre
moitié a été filtrée a travers des tubes Amicon (Maillage 3kD ; UFC900324 Merck)
pour concentrer les molécules, puis, re-suspendue dans du milieu DMEM frais (4,5g/L
glutamax pyruvate, 10% LCCM et 1% P/S) contenant soit 0,1% ou 10% de SVF. Les
hépatocytes ont alors été traités toute une nuit (environ 15h) avec ces différents milieux

conditionnés.

De plus, une solution de BMP2 recombinant humain (10ng/mL 12002C,
Peprotech) a été ajoutée dans certains puits au moment du traitement des
hépatocytes par le milieu conditionné de BMDM. Ce ligand induit I'expression de
I'hepcidine et a pour but de mettre en évidence I'effet d’'un possible inhibiteur de la voie

BMP-SMAD qui aurait été sécrété par les BMDM dans le milieu conditionné.

4. Isolement ex vivo des cellules non-parenchymateuses du

foie

Pour isoler les cellules non-parenchymateuses du foie, I'appareil « Liver
Dissociator » (Miltenyi Biotec) a été utilisé selon le protocole du fabricant. Le foie des
souris a été prélevé et rincé dans du milieu DMEM, puis coupé en petits fragments
d’environ 0,5cm/0,5cm. Ces derniers ont ensuite été placés dans les tubes de
dissociation contenant le tampon enzymatique (collagénase A 1mg/mL, 10103578001
et DNAse | 10U/mL, 04536282001, Roche) préalablement activé a 37°C pendant

15min.

Les tubes contenant les foies dans le tampon ont alors été placés dans le Liver

Dissociator et traités pour une digestion complete, durant 30 minutes a 37°C. Apres la
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premiere dissociation, les tubes ont a nouveau été incubés 30min 37°C, puis replacés
dans le Liver Dissociator avec une agitation de 30sec permettant la séparation finale

des cellules.

La suspension cellulaire obtenue a été filtrée a travers un tamis cellulaire de 70
pum pour éliminer les débris et les agrégats puis centrifugée 10min a 300g a 4°C pour
récupérer les cellules. Toutes les centrifugations de ce protocole ont été réalisées dans
ces conditions. Le culot cellulaire a été re-suspendu dans une solution de DMEM puis
a nouveau centrifugé 5min. Les globules rouges présents dans le culot ont été lysés
avec un tampon de lyse ACK (Ammonium Chloride Potassium, A1049201, Gibco). Le
culot contenant les cellules d’intérét restantes a ensuite été dilué dans une solution de
PBS (0,5% SVF ; 2mM EDTA (139-33-3, Sigma-aldrich)). Les cellules ont subi une
derniere centrifugation de 5min puis ont été re-suspendues dans 1mL de PBS (0,5%
SVF ; 2mM EDTA).

Les NPC isolées ont été comptées avec un compteur cellulaire (Mutisizer,
Beckman coulter) et leur viabilité a été contr6lée par coloration au bleu de Trypan

avant d'étre utilisées pour les analyses ultérieures.
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lll. Techniques expérimentales

1. Analyse de la transcription des genes

1. Extraction des ARN tissulaires/cellulaires

Les ARN ont été extraits a partir de fragments de tissus provenant de divers
organes ou de cellules mises en culture. Pour ce faire, un échantillon de tissu est broyé
et lysé dans une solution contenant 1mL de trizol (TR118-200, Euromedex) a l'aide
d’'une sonde ultraturax (IKA) afin de dissocier les cellules. Les cellules en culture,
apres lavage en PBS, ont été directement reprises dans du trizol. Par la suite, 200pL
de chloroforme (6766-3, Sigma-aldrich) sont ajoutés a la suspension de trizol suivi
d’'une incubation de 5min a température ambiante (TA) puis d’'une centrifugation (5417-
R, Eppendorf) & 24000 g pendant 10min a 4°C. Toutes les centrifugations suivantes
ont été réalisées avec ces conditions. Ainsi, I'étape précédente a produit une solution
a 3 phases, les ARN, contenus dans la phase aqueuse supérieure, sont prélevés
(350uL) et mélangés a 350uL d’isopropanol (67-63-0, Sigma-aldrich) puis incubés
5min a TA avant centrifugation. Les ARN sont précipités sous la forme d’'un dépot
blanc au fond du tube. Pour I'extraction a partir d’'une faible quantité de cellules,
quelques microlitres d’une solution de glycogéne a (50mg/mL, AM9510, Thermofisher
scientific) sont ajoutés préalablement a la suspension d’isopropanol. Les ARN co-
précipitent avec le glycogene, rendant le culot plus visible apres centrifugation. Enfin,
le surnageant est éliminé et le culot d’ARN est repris dans 1mL d’éthanol (1-00983,
Supelco) a 75% puis stocké dans un congélateur a -20 °C afin de de réaliser un lavage
des ARN. Quelques heures plus tard, les ARN sont a nouveaux placés dans 1mL
d’éthanol 75% et conservés une nuit a -20°C avant la rétrotranscription des ARN en

ADNc (ADN complémentaire).
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2. Reétrotranscription des ARN en ADN complémentaires

Cette expérience a pour but de synthétiser des brins d’ADN complémentaires
aux sequences d’ARN messagers (ARNm) préalablement extraits. Pour cela, les ARN
sont re-suspendus dans de l'eau ultra-pure (100977035, Thermofisher scientific)
pendant 1h a 4°C, puis dosés avec un spectrophotométre Nanodrop (Implen , GmbH).
La quantité adéquate d’ARN (1ug pour les cellules et 3ug pour les tissus) est mélangée
avec une solution d'amorces oligodT (6pL, 100 uM, Eurogentec) et de I'eau RNase-
free dans un volume final de 17,75uL. Ce mélange est incubé a 70°C pendant 5min
pour dénaturer les ARN puis immédiatement placé dans de la glace pendant 5min.
Ensuite, 'enzyme ARN-polymérase M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus, 1pL,
200U, M1705, Promega), le tampon réactionnel 5X (5uL, 50 mM Tris-HCI pH 8.3, 75
mM KCI, 3 mM MgCI2, 10 mM DTT, Promega), et le mélange de dNTP (1,25uL, 0,5M
; EUA01601, Euromedex) sont ajoutés pour la réaction de rétrotranscription. Ce
mélange réactionnel est incubé pendant 60 minutes a 42°C, période au cours de
laquelle I'enzyme synthétise le brin d'’ADNc dans le sens 3’ — 5’. Ensuite, I'enzyme est
inactivée a 70°C pendant 15min. Les ADNc obtenus sont ensuite dilués au 1/8°™¢ dans

de I'eau ultra-pure en vue des expériences de PCR quantitative.

3. PCR guantitative

La PCRqg (quantitative Polymerase Chain Reaction) est une technique de
biologie moléculaire utilisée pour mesurer I'expression d’'un géne spécifique dans un
échantillon biologique. Cette méthode repose sur I'amplification exponentielle d’'une
séquence d’ADNCc (issue de la rétrotranscription des ARNm) en utilisant des amorces
spécifiques (Tableau 2). Pour cela, 2uL d’ADNc sont ajoutés a un mélange réactionnel
de 8uL contenant 2,4uL d’eau RNAse free, 0,6ul d’'un mélange d’amorces sens et anti-
sens (10uM), ainsi que 5ul du tampon de réaction 2X Takyon (UF-NSMT-B0701,
Eurogentec) qui contient ’ADN polymérase Takyon™, 5,5mM de MgCI2, des dNTPs,
un colorant bleu inerte et des stabilisateurs. La sonde contenue dans le Takyon émet
un signal de fluorescence lorsqu’elle s’intercale dans 'ADN double brin synthétisé

aprés chaque cycle d’amplification. Ainsi, plus la quantité d’ADN double brin est
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importante, plus la fluorescence émise par la sonde augmente. La PCR( a été réalisée
dans un appareil de type LightCycler480 (Roche Diagnostics). Ce dispositif de PCR
en temps réel est basé sur la détection fluorescente d’ADN, permettant un suivi continu
de l'amplification. Les étapes de la PCRg comprennent la dénaturation de I'ADN
(15sec a 95°C), I'hybridation des amorces aux séquences cibles (10sec a 60°C) et
I'élongation des brins complémentaires par I'ADN polymérase (15sec a 72°C). Ces
cycles se répetent 40 fois de maniére itérative, chaque cycle doublant la quantité
d'ADN amplifié. A la fin de chaque cycle, la quantité de fluorescence est alors mesurée

par I'appareil.

La fluorescence émise au cours du temps est représentée par 3 phases.
Premiérement, la phase de bruit de fond durant laquelle la quantité d’ADN amplifiée
est trop faible pour générer un signal fluorescent détectable. S’ensuit une phase
exponentielle durant laquelle la quantité d'’ADN amplifiee devient suffisante pour
générer un signal fluorescent détectable au-dessus du seuil de détection de I'appareil.
Le nombre de produits amplifiés double a chaque cycle de PCRq. Enfin, on observe
une phase de plateau, a mesure que la réaction de PCR progresse, certains
composants, tels que le nombre de molécules d’ADN polymérase, deviennent
limitants. Cela conduit a une diminution de I'amplification exponentielle et la courbe
atteint un plateau. Le début de la phase exponentielle est particulierement important
pour la quantification précise de ’ADN qui est réalisée en déterminant les cycles seuils

(Ct) de chaque échantillon pour une amorce donnée.
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Figure 18 : Représentation graphique d'une courbe d’amplification en PCRq

Interprétation des résultats : Pour un échantillon, I'expression des génes cibles

est mesurée en parallele avec celle d'un géne de référence dont I'expression reste
constante dans nos conditions expérimentales. Dans notre étude, le gene de référence
est Hprt (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase). Le niveau d’expression
des genes cibles est exprimé en —ACt, calculé en faisait la différence du Ct du géne
cible avec le Ct de la Hprt (Ct cible — Ct Hprt). Cette méthode de quantification relative
permet de normaliser les variations d’expression des génes cibles en fonction du
niveau d’expression du géne de référence, éliminant ainsi des biais liés a des
variations expérimentales entre les échantillons telles que I'efficacité de la synthése
des ADNc. Les moyennes des valeurs —ACt, obtenues pour chaque groupe
expérimental, ont été comparées par une analyse de variance (ANOVA), suivie d’'une

comparaison des moyennes deux a deux a l'aide du test de Tukey.
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Transcrit murin Amorces sens (5°- 3’) Amorces anti-sens (5’- 3’)
mHprt CTGGTTAAGCAGTACAGCCCCAA | CGAGAGGTCCTTTTCACCAGC
mHamp1 AAGCAGGGCAGACATTGCGAT CAGGATGTGGCTCTAGGCTATGT
mid1 ACCCTGAACGGCGAGATCA TCGTCGGCTGGAACACATG
mSmad7 GCAGGCTGTCCAGATGCTGT GATCCCCAGGCTCCAGAAGA
mF2ri1 TGCTGGGAGGTATCACCCTT AGGCTGGGTTTCTAATCTGCC
mErfe TGGCATTGTCCAAGAAGACA ATGGGGCTGGAGAACAGC
mCcr2 GCTGTGTTTGCCTCTCTACCAG CAAGTAGAGGCAGGATCAGGCT
mCcl2 GAGCATCCACGTGTTGGCT GGTGAATGAGTAGCAGCAGGTG
mCx3cri GAGCATCACTGACATCTACCTCC [ AGAAGGCAGTCGTGAGCTTGCA
mSocs3 TTAAATGCCCTCTGTCCCAGG TGTTTGGCTCCTTGTGTGCC
mSaa3 ACCTTCCAGGATGAGGACATGAG | CATCCCATGAGTCACAGAGGATG
mS100a9 TGGTGGAAGCACAGTTGGCAAC CAGCATCATACACTCCTCAAAGC
mF4/80 AAGGACACGAGGTTGACC GCCAATCTGGAAAATGCCC
mTimd4 AGAATGTGCGCTTGGAGCTGAG  |GGTTGGGAGAACAGATGTGGTC
mBmp6 ATGGCAGGACTGGATCATTGC CCATCACAGTAGTTGGCAGCGT
mTfrl CACGAGCGGAATACAGCCA CCCATGACGTTGAATTGAACCT
mLy6C CCCTACTGTGTGCAGGAAGAGC  [CACTCCATAGCACTCGTAGCACTG
mCd11b CTACCCATCTGGCTTATCTTACCG [GCAGGCTTTACAAACCAAGGC
mll6 CGTGGTTGTCACCAGCATCA CTCTGCAAGAGACTTCCATCCAGT
mTnfa AATGGCCTCCCTCTCATCAG GCTACGACGTGGGCTACAGG
mil1g CGAGCAGGATGAAGCCTTCC GGCTGTCAACTCCCAGGATCA
mTmprss6 TCTGTGCTGGCTACCGCAAG CAGAGTCACCCTGGCAGGC

Tableau 2 : listes des séquences d’amorces utilisées pour la PCRq

2. Cytométrie en flux

1. Principe général et anticorps utilisés pour 'ensemble des expériences de
cytométrie

L’objectif des analyses de cytométrie en flux est d’étudier le pourcentage de
différentes populations cellulaires dans la rate, la MO et le foie. Pour cela, les organes
sont prélevés et les cellules dissociées selon les méthodes décrites précédemment.
Les cellules sont ensuite marquées avec des anticorps couplés a un fluorochrome,
permettant la détection d’antigénes spécifiques de chaque population cellulaire

étudiée. Apres leur marquage, les cellules en suspension, passent une a une devant
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un faisceau laser au cytomeétre Fortessa X20 (BD Biosciences). Chaque cellule ayant
fixé un anticorps fluorescent est illuminée par le laser, et les propriétés de la lumiere
diffusée et émise (fluorescence) sont mesurées par des détecteurs. Cela permet ainsi
de déterminer des paramétres tels que la taille, la granulosité et I'expression de

molécules spécifigues marquées par les fluorochromes.

L’ensemble des anticorps, ainsi que les concentrations utilisées pour les

expériences de cytométrie sont récapitulés dans le tableau ci-dessous (Tableau 3).

Cellules ciblées ,
- : Anticorps / Concent e
Expérience exprimant . Référence
ST fluorochrome ration
I'antigéne
TOLEtes les Toutes les cellules Anti-CD16/CD32 1/100 553142 BD
expériences | presentes FlosgEnoss
i i 1/200 560599 BD
Neutrophiles Anti-Ly6G / APC Biosciences
.. . 1/200 561119, BD
Cellules dendritiques Anti-CD11c / APC Biosciences
i 1/200 565643, BD
Etude des Lymphocytes T Anti-CD3 / APC Biosciences
cellules Cellules myéloides Anti-CD11b / APC 1/200 g?ggiizénigs
érythroides _ _ 1/200 | 560628, BD
dans la rate Sous-population LT Anti-CD49b / APC Biosciences
et la MO o 1/200 550992, BD
Lymphocytes B Anti-CD19 / APC Biosciences
p . Anti-TER119/ 1/75 553673, BD
Cellules érythroides BUV395 Biosciences
4 . : 1/200 560599, BD
Cellules érythroides Anti-CD44 | PE-Cy7 Biosciences
Cellules apoptotiques é@?b'e NIR / APC- 1/3000 130-130-404, Miltenyi
Lymphocytes T Anti-CD3 / PE-Cy7 1/100 130-116-494, Miltenyi
Lymphocytes B Anti-CD19 / PE-Cy7 1/100 130-112-037, Miltenyi
Natural-Killer Anti-NK1.1 / PE-Cy7 1/100 130-120-509, Miltenyi
Cellules : 1/200
hématopoiétiques Anti CD45 / FITC BLE103108, Ozyme
Etude des_ Cellules endothéliales | Anti-CD31 / BUV 395 1/100 ;‘ilgggilén?:zs
NPC du foie Neutrophiles Anti-Ly6G / PE 1/100 130-123-780, Miltenyi
Cellules myéloides Anti-CD11b / Bv421 1/200 130-113-810, Miltenyi
mggfggﬁzgg cerains | Anti-Ly6C / APC 150 1 130.111-017, Miltenyi
Anti-F4/80 /Pe- 1/100 565613, BD
Macrophages TexRed Biosciences
i 1/200 745509, BD
Cellules de Kupffer Anti-TIM-4 / BV711 Biosciences

Tableau 3 : Liste des anticorps utilisés pour les expériences de cytométrie en flux
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2. Analyse de la différenciation érythroide dans la moelle osseuse et la rate

a. Marquage des cellules

Le principe de cette expérience est de réaliser un marquage avec des anticorps
pour quantifier le pourcentage des différents progéniteurs érythroides par cytométrie
en flux afin d’analyser la différenciation de ces cellules. Pour réaliser ce marquage, les
cellules en suspension dans un tampon PBS-SVF 5% issues de la rate et de la moelle
0sseuse ont été passées a travers un tamis de 70 um. Les cellules ont été ensuite
centrifugées a 300g pendant 5min a 4°C. Le surnageant a été éliminé et les cellules
ont été re-suspendues dans du PBS-SVF 5% pour étre comptées avec le compteur de
cellule. Les marquages ont été réalisés dans des puits de plaque 96 puits a fond
conigue dans lesquels 2 millions de cellules /puits ont été déposées. Les sites de
fixation non spécifiqgues (récepteur Fc) des anticorps sont saturés en utilisant un
anticorps de blocage CD16/CD32 (553142, BD Biosciences) dilué au 1/100, pendant
15min a 4°C dans un volume de 100puL. Apres centrifugation, les culots cellulaires sont
incubés avec 50uL d’'un mélange d’anticorps « linéage » (un mélange d’Ac qui cible
toutes les cellules myéloides et lymphoides a éliminer de I'analyse) ; TER119 et CD44,
dont les dilutions sont indiquées dans le Tableau 3, dans du PBS-SVF 5% pendant
10min a 4°C. Des mono-marquages sont également réalisés avec chaque anticorps
dans le but de déterminer des seuils de positivité et d’éliminer le bruit de fond mais
aussi pour établir des compensations mathématiques des signaux fluorescents pour
corriger le chevauchement spectral entre les différents canaux de détection des
fluorochromes utilisés dans l'analyse. Les cellules marquées sont ensuite analysées

avec le cytomeétre ou 250 000 cellules sont comptées pour chaque échantillon.

b. Stratégie d’analyse

Les différentes populations de cellules érythroides sont analysées (logiciel
FlowJo version 10.8.1) a l'aide d’'une stratégie de sélection basée sur la taille FSC
(Forward Scatter), la granulosité SSC (Side Scatter), ainsi que la fluorescence émise
par les fluorochromes des anticorps fixés sur les différents antigénes ciblés (Figure

19). Les cellules myéloides et lymphoides sont exclues de I'analyse en identifiant les
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cellules négatives pour les marqueurs de linéage (LIN-). Parmi ces cellules, les cellules
erythroides sont alors isolées en sélectionnant celles qui sont positives pour TER119
(TER119+). Enfin, les différentes populations érythroides (I : pro-érythroblastes, Il :
basophiles, 11l : polychromatiques, IV : orthochromatiques et V : réticulocytes) sont
déterminées en fonction de I'expression du marqueur CD44 et de la taille des cellules
(FSC). La stratégie de sélection informatique ou « stratégie de gating » est résumée

dans la Figure 19 qui suit.
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3. Etude guantitative des cellules non-parenchymateuses du foie

Marquage des cellules

Pour le marquage par cytométrie en flux des NPC, les cellules sont isolées du
foie selon le protocole décrit précédemment dans ce chapitre de méthodologie (partie
[I/D). Elles sont ensuite comptées avec un compteur de cellules. Environ 1 million de
NPC sont répartis par puits dans une plaque 96 puits a fond conique. Apres
centrifugation & 300g et élimination du surnageant, les cellules sont reprises dans un
tampon de marquage PBS (0.5% sérum de souris ; 2mM EDTA) et incubées avec
I'anticorps CD16/CD32 pour bloquer les sites non spécifiques, pendant 15min a 4°C.
Apres centrifugation a 300g et élimination du surnageant, les cellules sont alors
traitées avec une solution de PBS (sans sérum ; 2mM EDTA) contenant le marqueur
de viabilité Zombie NIR (130-130-404, Miltenyi) (sauf pour les puits des mono-
marquage) pendant 10min a TA et a I'abri de la lumiére. Il s’en suit une nouvelle étape
de centrifugation a 300g et d’élimination du surnageant puis les culots cellulaires sont
repris dans 50uL du tampon de marquage contenant les anticorps utilisés avec les
concentrations appropriées (Tableau 3) pour les différents marquages (mono-
marquage et mélange d’anticorps pour les multi-marquages des échantillons d’intérét),
pendant 10min a 4°C. Les cellules sont lavées puis centrifugées une derniere fois a
300g avant d’étre reprises dans le tampon de marquage pour étre analysées au

cytometre ou environ 200 000 cellules seront analysées.

Stratégie d’analyse

Cette technique a entierement été développée lors de ma these et a donc
constitué une partie importante de mon projet. Pour cette raison, la stratégie d’analyse
des NPC est décrite dans les résultats de ce manuscrit portant sur I'étude de

linfiltration des macrophages transitoires en réponse aux phlébotomies (Figure 28).
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3. Quantification protéique par Western Blot

Pour la détection et l'identification des protéines par Western Blot, environ 20
mg de foie, conservé a -80°C, sont broyés a l'aide d’'un broyeur Fast prep-24
(Biomedicals) a 4m/s pendant 15s dans un tampon PEB (Protein Extraction Buffer :
5mM EDTA, 50mM Tris-HCIl, 150mM NaCl, 0.1% NP-40, pH8) contenant des
inhibiteurs de protéases (11836153001, Roche) et de phosphatases (P5726, Sigma-
Aldrich). Puis, les échantillons sont incubés sur glace pendant 10min pour optimiser
la lyse et les homogénats sont centrifugés 15min a 20 000rpm, a 4°C. Le surnageant
contenant les protéines solubilisées est alors utilisé pour doser les protéines totales,
par la méthode de BCA (DC protein Assay) (Biorad).

Les échantillons de protéines sont préparés a une concentration de 2 ug/pl dans
du tampon Laemmli 1X (S3401, Sigma-Aldrich) puis chauffés a 95°C pendant 5min
sous agitation dans un ThermoMixer pour dénaturer les protéines. 20ug de protéines
par puits sont déposés en gel de polyacrylamide. L'électrophorése SDS-PAGE permet
alors la séparation des protéines en fonction de leur poids moléculaire a travers le gel,
dans un tampon de migration TGS (Tris/glycine/SDS, EU0510, Euromedex) elle est
initiée & 50V (Volt) pour que les échantillons traversent un gel de concentration (5%
de polyacrylamide) puis continuée a 150V jusqu’a ce que le front de migration sorte
du gel de séparation (12% de polyacrylamide). Les protéines sont ensuite transférées
sur une membrane de nitrocellulose de 45um par transfert liquide (Tampon de transfert
EUO0550, Euromedex, 20% Ethanol) a 80V pendant 1h30. Aprés 1h de saturation des
sites non spécifiques de la membrane dans du tampon de blocage (PBS 1X; 0,2 %
de Tween 20 ; 5 % de lait), les membranes ont été incubées toute la nuit a 4°C avec
I'anticorps primaire de lapin P-STAT3 (16640, Cell signaling), dilué au 1/2000 dans
le tampon de blocage. Les membranes sont ensuite lavées et incubées pendant 1h
avec un anticorps secondaire anti-lapin (7074S ; Cell signaling) dilué au 1/10 000,
couplé a une peroxydase. L’ajout d’'un substrat ECL (GERPN2232, Merck) permet
alors de détecter l'activité peroxydase, par émission de chimiluminescence, si
I'anticorps secondaire s’est fixé sur I'anticorps primaire, lui-méme fixé a la protéine
d’intérét. L’acquisition de la chimiluminescence présente sur la membrane est réalisée

a l'aide d’un lecteur ChemiDoc (Bio-Rad). Pour mesurer la quantité totale de protéine
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STATS3, l'anticorps anti P-STAT3 a ensuite été dés-hybridé, en utilisant un tampon de
dés-hybridation (46430, ThermoFisher). Puis les membranes ont a nouveau été
incubées avec I'anticorps de lapin anti-STAT3 (9145 ; Cell signaling) dilué au 1/2000.
La méme procédure décrite précédemment a alors été appliquée en incubant les
membranes avec le méme anticorps secondaire anti lapin suivi d’'une acquisition du

signal avec le ChemiDoc.

4. Dosage de fer

1. Dosage du contenu en fer sérique

Le dosage du fer sérique a été réalisé selon une méthode colorimétrique basée
sur l'utilisation d’un kit mesurant la capacité latente de fixation (CLF) du fer (97408,
Biolabo). Pour récupérer le sérum, les prélévements sanguins ont été effectués
comme décrit dans la section « mise a mort des animaux et prélevement des

échantillons biologique ».

Une quantité connue de fer ferrique (Fe3"), suffisante pour saturer tous les sites
de fixation de la transferrine, a été ajoutée aux échantillons de sérum pour déterminer
la CLF. Le dosage du fer non fixé a la transferrine a ainsi a été effectué en ajoutant un
réactif chromogéne au fer (contenant de la féréene) a un volume de sérum. Apres
incubation de 3 min a TA, l'absorbance du complexe formé a été mesurée a 600 nm a
I'aide d'un spectrophotométre. La diminution de I'absorbance du complexe, mesurée
a 600 nm, est proportionnelle a la quantité de sites de liaison du fer disponibles sur la
transferrine. La saturation de la transferrine a été déduite des valeurs de fer sérique et

de capacité latente de fixation du fer.

Les résultats ont été exprimés en pg/dL de sérum, et chaque échantillon a été

dosé en triplicat pour assurer la fiabilité des données.
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2. Dosage du contenu en fer hépatique

Pour ce faire, les échantillons de foie conservés a -80°C, préalablement broyeés
au Fastprep-24 pendant 30 sec a 6m/s avec des billes de céramique, ont été incubés
a 65°C dans un mélange contenant 30% d’acide chlorhydrique (T9159100G, Sigma-
Aldrich) et 10% d’acide trichloracétique (T6399, Sigma-Aldrich) pendant 20 heures
pour permettre la lyse compléte des complexes fer-ferritine. Aprés incubation, les
extraits acides ont été centrifugés a 2500 rpm pour isoler le surnageant. Le dosage du
fer a été effectué en mélangeant les lysats avec une solution du réactif chromogene
contenant 0.1% de bathophenanthroline sulfonate (B1375,135, Sigma-Aldrich) et 1%
d’acide thyoglycollique (T3758, Sigma-Aldrich). Cette étape permet la réduction des
ions ferriques (Fe®*) a I'état ferreux (Fe?*). Les ions ferreux, alors chélatés par la
batophénanthroline sulfonée, développent une coloration rose (DO : 535nm) dont
l'intensité est proportionnelle a la concentration en fer. La concentration est donc
déterminée en mesurant I'absorbance de la coloration rose & 535nm avec un lecteur

varioskan (ThermoFisher).

Les résultats ont été quantifiés en comparant les valeurs obtenues a une courbe
standard préparée avec des solutions de fer dont la concentration est connue. Les
mesures, exprimées en ug de fer/g de tissu frais, ont été réalisées en triplicat pour
assurer la fiabilité des résultats.
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IV. Analyses statistiques

Pour l'analyse statistique des données, le logiciel GraphPad Prism (version
10.1.2, GraphPad Software) a été utilisé. GraphPad Prism a été choisi en raison de
ses capacités robustes en matiere de visualisation de données et de ses
fonctionnalités complétes pour réaliser des tests statistiques variés. Les données

expérimentales ont été présentées sous forme de moyennes + écart type (SD).

Des tests statistiques appropriés ont été appliqués en fonction de la nature des
données et des hypotheses de I'étude. Pour comparer deux groupes, un test t de
Student a deux échantillons indépendants ou appariés a été utilisé, selon le contexte
de l'expérience. Pour les comparaisons multiples entre plus de deux groupes, une
analyse de variance (ANOVA) a un facteur ou a deux facteurs a été réalisée avec des
tests de Brown-Forsythe et Welch, suivie par des tests de comparaisons multiples
(Sidak). Le niveau de significativité statistique a été fixé a p <0,05. Toutes les analyses
ont été réalisées conformément aux normes établies pour garantir la rigueur

scientifique et l'intégrité des résultats obtenus.
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RESULTATS

Partie | : Exploration du rble du récepteur PAR2 dans la

regulation de I’hepcidine

l. Introduction, enjeux et hypothéses de recherche

La régulation de I'hepcidine est un processus qui dépend de divers paramétres
tels que le statut en fer dans l'organisme, linflammation, ainsi que [I'activité
érythropoiétique. Dans cette derniére condition, I'hepcidine est réprimée afin
d’augmenter la disponibilité du fer circulant et de fournir aux progéniteurs des globules
rouges une quantité suffisante pour la synthése de 'hémoglobine. Bien que certains
mécanismes aient déja été décrits, les données de la littérature suggerent que d’autres
acteurs pourraient exercer un pouvoir répresseur sur I'expression de I'hepcidine dans

un contexte de stress érythropoiétique.

Les enjeux entourant I'étude de la régulation de I'hepcidine sont majeurs, car la
découverte de nouveaux régulateurs pourrait considérablement améliorer la qualité de
vie des patients souffrant de maladies associées a une dérégulation du métabolisme
du fer. Pour étre plus précis, prenons le cas de certaines pathologies comme la (3-
thalassémie. Dans cette maladie, la mise en évidence de régulateurs pouvant étre
ciblés pour augmenter les taux systémiques d’hepcidine pourrait s’avérer utile pour
traiter cette pathologie dans laguelle 'anémie chronique entraine une surcharge en fer
secondaire, extrémement délétére pour les malades. Ainsi, la régulation hépatique de

I'hepcidine doit rester un axe important de la recherche dans le domaine biomédical.

Dans cette premiére partie de résultats, nous mettons en évidence un nouvel

acteur de la régulation de I'hepcidine, le récepteur PARz2, une protéine impliquée dans
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diverses fonctions physiopathologiques et dont le rbéle dans la régulation du

métabolisme du fer n’a jamais été décrit jusqu’a présent.

Sur la base de résultats préliminaires obtenus au laboratoire, nous avons
formulé 'hypothése que le récepteur PAR2 pourrait avoir une action inhibitrice sur
'hepcidine. Pour tester cette hypothése, nous avons exploré la régulation de
I'hepcidine dépendante de PAR:2 en réponse a I'anémie provoquée par différents
stimuli, notamment par des phlébotomies, une méthode consistant a enlever un

volume précis de sang aux souris.

Dans ce contexte, nous avons d’abord mené ces expériences sur un modeéle
murin PAR2 KO (F2rl1 ). Les résultats, compilés dans la partie B de cette section,
indiquent que ce récepteur participe a la régulation négative de I'hepcidine dans un
contexte spécifique de stress érythropoiétique induit par les phlébotomies. De plus,
nous avons également étudié le role de PAR2 dans un modele ou le récepteur est
spécifiquement supprimé dans les macrophages (F2rl1 Y¥sM). Nos résultats ont mis en
évidence limportance du récepteur PAR:2 depuis son expression dans les
macrophages, sur la fonction de régulation de I'’hepcidine. En outre, ces données ont
ouvert la voie a I'étude du réle des macrophages dans le contréle de I'expression de

I'hepcidine, ce qui a constitué une partie majeure de ces travaux de these.

Il. Résultats : Effet d’'une délétion totale du géne du

récepteur PAR: sur la régulation de I’hepcidine

1. Les embryons PAR2 déficients sont anémiques et surexpriment 'hepcidine

En collaboration avec I'’équipe du Dr Eric Camerer, nous avons commencé a
travailler sur les souris F2rl1 - (PAR2 KO). Nous avons alors observé une
augmentation de la létalité embryonnaire dans les souris F2rl1-/- par rapport a leurs
homologues littermates F2ri1** du méme age. De plus, a la naissance, certains
souriceaux F2rl17- présentaient une paleur marquée de la peau, indiquant que ces

derniers souffraient d’anémie. Ainsi, nous avons étudié in utero les souriceaux F2rl1-
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Les meres gestantes ont été sacrifites au jour embryonnaire E15,5 du
développement et différentes analyses ont été réalisées sur les feetus. Comme en
témoigne la photographie, certains embryons F2rl1-- étaient nettement plus pales que
leurs homologues WT (Figure 20A). Par ailleurs, le nombre de transcrits codant pour
I'hepcidine étaient significativement plus élevés dans le foie des souris F2rl17- (Figure

20B) comparativement aux WT.

En prenant en compte ces éléments, nous avons émis I'hypothése que certains
embryons PAR2 KO souffrent d’'une anémie induite par la surexpression du géne
Hampl dans leur foie fecetal. Au regard de ce phénotype, nous avons ensuite
questionné l'effet d’'une délétion de PAR2 chez I'adulte. Les résultats obtenus sont

compilés dans la partie suivante.

v o]
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Figure 20 : Les embryons F2rl1" sont pales et surexpriment le géne Hamp1 dans le foie.

(A) Photographies d’embryons WT et F2rl1-/- collectés & E15.5(B) Analyse transcriptionnelle
de ’ARNm de Hampl dans le foie des embryons.

Les moyennes du nombre de transcrits des souris WT et F2rl1” ont été comparées et
analysées par un test t de student. [** : p<0.005]
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2. En condition physiologique, les souris PAR2 KO adultes ne présentent pas

d’anomalie de I'expression de I'hepcidine par rapport aux WT

Le phénotype des souris PAR2 KO adultes a été étudié sur des individus males
agés de 10 a 12 semaines et comparé au phénotype des souris WT littermate du
méme age. Les parametres hématologiques étaient normaux car nous n’avons pas
observé de diminution du nombre de globules rouges, ni de la concentration en
hémoglobine, par rapport aux souris WT (Figure 21A et B). Ces données démontrent
que les souris PAR2KO adultes ne sont pas anémiques. De plus, le poids corporel des
souris, qui peut étre utilisé comme un marqueur de I'état de santé, était également
identique entre les deux groupes de souris (Figure 21C). Enfin, aucune différence
entre les niveaux d’expression de I'hepcidine hépatique n’a été mise en évidence entre

les deux groupes de souris (Figure 21D).

Collectivement, ces données indiquent qu’a I'age adulte, le récepteur PAR2 ne
semble pas étre impliqué dans le contréle de I'expression de ’'hormone hépatique en

condition physiologique.

Pour approfondir notre compréhension du rdle potentiel de PAR:2 dans la
régulation de I'hepcidine pendant la période embryonnaire mais pas a l'age adulte,
nous avons émis I'hypothése selon laquelle PAR2 pourrait exercer une fonction
inhibitrice dans des circonstances particulieres caractérisées par une activité
érythropoiétique accrue. En effet, la croissance foetale est un processus au cours
duquel la prolifération élevée des cellules requiert un afflux sanguin important et par
conséquent, une augmentation de [activité érythropoiétique. Dans les parties
suivantes, nous avons donc questionné le réle de PAR2 dans des conditions ou
I'érythropoiése est stimulée afin de déterminer si ce dernier est impliqué dans la

régulation de I'hepcidine en réponse a I'anémie.
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Figure 21 : Les souris F2rl17 ne sont pas anémiques et présentent des taux normaux
d’hepcidine

(A-B) Mesure des paramétres sanguins (nombre de globules rouges et taux d’hémoglobine)
avec un analyseur d’hématologie. (C) Mesure du poids corporel des souris des souris agées
entre 10 et 12 semaines. (D) Analyse par PCRq de I'expression de 'TARNm d’Hamp1l dans le
foie.

Les moyennes des parametres hématologiques, du poids corporel et de -ACt de PCRq des
souris WT et F2rl17 ont été comparées et analysées par un test t de student. [Non significatif]
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3. La délétion de PAR2 chez I'adulte réduit la suppression de I’hepcidine en

réponse a I'anémie induite par la phlébotomie

Pour étudier la régulation négative de I'hepcidine en réponse a I'anémie induite
par une perte de sang, nous avons développé un modele basé sur deux phlébotomies
successives (préléevement mandibulaire) séparées de 24h. Nos analyses ont été
ensuite effectuées 24h aprés le second prélevement de sang. Ainsi les résultats qui
seront décrits dans cette sous partie s’inscrivent dans une temporalité correspondant

a 48h apres induction du stress aux différents groupes de souris.

Tout d’abord, I'analyse des paramétres hématologiques démontre l'efficacité de
ce modéle dans l'induction de I'anémie puisque le nombre de globules rouges, la
concentration d’hémoglobine ou encore I’hématocrite ont été réduits significativement
au temps 24h post 2" phlébotomie (Figure 22A, B et C). Cette anémie était a un
degré identique entre les souris PAR2 KO et WT car nous n’avons pas observé de
différences significatives pour ces différents marqueurs sanguins entre nos deux lots

que ce soit dans des conditions physiologiques ou aprés phlébotomies.

Aprés validation du modéle phlébotomie, nous avons procédé a la quantification
des transcrits hépatiques codant pour I'hepcidine. Comme vu précédemment, aucune
différence dans les niveaux d’expression n’a été observée entre les souris F2rl1 - et
WT. En revanche, la phlébotomie a entrainé une baisse moins importante de
I'hepcidine dans le groupe de souris KO par rapport aux WT (Figure 22D). En effet,
comme attendu, I'hepcidine a bien été réprimée dans le foie des souris WT de facon
trés significative tandis que la diminution de I'expression de I'hepcidine des PAR2 KO
était significativement réduite. De plus, nous avons observé une tendance a la
diminution de I'expression du marqueur d’activation de la voie BMP-SMAD : id1 entre
les groupes WT et WT phlébotomie ainsi qu’'une diminution significative dans le groupe
des PAR2 KO apres traitement (Figure 22E).

En conclusion, nos résultats suggérent que la délétion de PAR:2 induit une
réponse partielle du mécanisme de suppression de I'hepcidine en réponse a I'anémie
induite. Le récepteur PAR2 pourrait donc contribuer a la régulation de I'hormone

hépatique dans des conditions d’anémie aigue.
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Par la suite, nous avons cherché a déterminer si la différence observée entre
PAR2 KO et WT pouvait étre expliquée par une altération de I'érythropoiése. En effet,
il est aujourd’hui bien établi que les compartiments érythroides que sont la moelle
osseuse et la rate, participent a la régulation de I'hepcidine lors d'un stress de
I'érythropoiése. L’ensemble de ces mécanismes est décrit dans le chapitre introductif.
A la lumiére de ces informations, il était nécessaire d’examiner un possible impact
d’une délétion de PAR: sur le fonctionnement de I'érythropoiése. Les résultats quant

a cette question sont exposés dans la partie suivante.
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Figure 22 : Les souris PAR2 KO ne suppriment que partiellement I'hepcidine en réponse a la
phlébotomie par rapport aux souris WT

(A-C) Mesure des paramétres sanguins (nombre de globules rouges, taux d’hémoglobine et
hématocrite) avec un analyseur d’hématologie. (D-E) Analyse par PCRq de I'expression des
ARNmM de Hampl et Id1 dans le foie.

Les moyennes des valeurs des parameétres sanguins et de -ACt de PCRq des souris F2rl17
et WT ont été comparées par un test ANOVA one-way suivi d’un test de comparaison multiple
de Sidak. [*: p<0.05 - **** : p<0.0001]

4. La délétion de PAR2 n’'induit pas d’altération de I'érythropoiése en réponse

a la phlébotomie

Comme expliqué ci-dessus, le but de ces expériences était d’évaluer I'effet de
la délétion de PAR: sur la différenciation érythroide des souris dans les deux
compartiments érythroides. Pour ce faire, nous avons identifié les différents stades de
la différenciation érythroide en mesurant par cytométrie en flux I'expression des
marqueurs de surface TER119 et CD44, dans la rate et la moelle osseuse. Le
parameétre additionnel FSC, qui est une mesure de la taille des cellules, a été utilisé
pour discriminer les cing populations érythroides distinctes : (I) pro-érythroblastes, (lI)
basophiles, (lll) polychromatiques, (IV) orthochromatiques et (V) réticulocytes. La
stratégie d’analyse utilisée pour mesurer ces populations est développée dans la

section méthodologie de ce manuscrit.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés au pourcentage total de
cellules érythroides dans la MO et la rate. Les résultats montrent que de facon globale,
il N’y avait pas de différences majeures entre les deux groupes dans la MO ainsi que
dans la rate (Figure 23A et B). Toutefois, il serait intéressant de mesurer cette
différenciation sur une cohorte plus grande de souris afin d’atteindre un niveau de

significativité plus important.

Dans un second temps, nous avons étudié les proportions des différents
progéniteurs. Dans la moelle, nous n’avons pas observé de différences significatives
dans les proportions des progéniteurs PAR2 KO et WT en condition physiologique
(Figure 23C). Notons que la variabilité des résultats et le faible nombre d’individus

laisserait apparaitre qu’en condition basale, les souris WT présentent une
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différenciation érythroide augmentée avec une diminution de la population V mature
en faveur d’'une augmentation des progéniteurs plus précoces. Toutefois, I'analyse des
parameétres hématologiques démontre que ces souris ne présentent pas d’anémie.
Nous nous sommes ensuite intéressés a la réponse au stress engendré par la
phlébotomie. Comme attendu, nous pouvons voir que les pourcentages de
progéniteurs précoces ont été augmentés de facon significative dans les deux groupes
de souris et la population V, de GR matures, a été diminuée (Figure 23C). De plus
nous n’avons pas observé de différence dans les niveaux des progéniteurs entre les

groupes WT et PAR2 KO post-phlébotomie.

Enfin, les données obtenues dans la rate décrivent les mémes variations a la
seule différence que cet organe est spécialisé dans le recyclage des GR, de ce fait, la
population V de cellules matures est majoritaire (Figure 23D). Nous pouvons
également voir que la phlébotomie a entrainé une augmentation significative des

populations de précurseurs a des niveaux identiques entre WT et PAR2 KO.

Collectivement, bien que ces expériences demandent a étre reproduites un plus
grand nombre de fois, ces données suggerent que la délétion de PAR2 n’affecte pas
la production de globules rouges dans les différents compartiments érythroides. De
plus, I'ablation du récepteur ne semble pas non plus modifier I'érythropoiése en

réponse au stress engendré par la phlébotomie.
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Figure 23 : La délétion de PAR: n’induit pas d’altération de I'érythropoiese en réponse a la
phlébotomie

(A-B) Analyse par cytométrie en flux du nombre total de cellules TER119+ dans la MO et la
rate de souris F2rl1” et WT. (C-D) Analyse par cytométrie des 5 stades distincts de la
différenciation érythroide : (I) pro-érythroblastes (llI) basophiles (lll) polychromatiques (1V)
orthochromatiques et (V) réticulocytes.

Les moyennes des valeurs de pourcentage des cellules TER119+ des souris F2rl1” et WT ont
été comparées par un test ANOVA one-way suivi d’'un test de comparaison multiple de Sidak.
[* : p<0.05].

Les résultats du pourcentage des différents populations érythroides sont présentés sous forme
de graphiques empilés avec la moyenne + SD de n=3-8 souris/groupes.
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lll. Reésultats : Effet d’une délétion spécifique de PAR> dans

les macrophages sur la régulation de I’hepcidine

1. Le récepteur PAR2 n'est pas exprimé dans les hépatocytes mais plutét dans

les cellules non parenchymateuses

Nous avons voulu déterminer si PAR2 régule directement I'hepcidine dans les
hépatocytes. En effet, I'hepcidine étant majoritairement produite par les hépatocytes,
il était important d’'investiguer une régulation dépendante de PAR:2 depuis ces cellules.
Par ailleurs, PAR2 est un récepteur activé par des protéases, ce qui en fait un excellent
candidat cible de la matriptase-2, une protéase transmembranaire des hépatocytes qui
exerce un effet inhibiteur sur I'hnepcidine. Ces éléments nous ont ainsi conduits a

formuler I'hypothése d’'une régulation hépatocytaire.

Dans un premier temps, nous avions cherché a caractériser I'expression de
PAR:2 dans le foie. Malheureusement, les difficultés rencontrées pour trouver un lot
d’anticorps spécifique permettant de cibler la protéine nous ont poussés a nous
appuyer sur une méthode de détection plus simple. Ainsi hous avons développé une
méthode de tri et séparation des hépatocytes par rapport aux cellules non
parenchymateuses pour quantifier les transcrits de PAR2 dans ces cellules, par des
approches de biologie moléculaire. Notons que cette méthode de séparation cellulaire
qui est basée sur des digestions enzymatiques, est décrite en détails dans la partie
méthodologie de ce manuscrit. Cette technique a été a la base de I'étude des cellules
du foie de tout ce projet, nous y reviendrons. Ainsi, nous avons quantifié I'expression
de PAR:2 dans les différents types cellulaires et avons observé que le récepteur n’est

pas exprimé dans les hépatocytes mais plutét dans les NPC (Figure 24A).

Les résultats obtenus quant a I'expression de PAR2 dans les NPC ont soulevé
deux points : le premier est que PAR2 ne peut pas étre une cible de la MT2 puisque le
récepteur n'est pas étre exprimé dans les hépatocytes. Le deuxieme point est qu’il
fallait donc trouver parmi les cellules non parenchymateuses, quel pouvait étre le type

cellulaire responsable de cette régulation. En se basant sur les données de la

143



littérature, notamment sur des travaux concernant la délétion de PAR2 dans les cellules
Lysozyme M+ (LysM)*, c’est-a-dire principalement les macrophages, nous avons
eémis I'hypothése que les macrophages pourraient étre impliqués dans la régulation de

PAR:2 dépendant de I'hepcidine.

Dans ce contexte, nous avons développé un modéle dans lequel PAR2 est
spécifiquement supprimé des macrophages (souris F2rl1Flox; LysMCRE), Pour cela,
nous avons croise des souris exprimant 'enzyme CRE recombinase sous le contrdle
du promoteur LysM avec des souris dont I'exon 2 du géne F2rl1 est borné par des
sites « LoxP » (Figure 24B). La reconnaissance des régions floxées par la CRE
recombinase, permet alors par recombinaison homologue, de supprimer I'exon 2 du
géne de PAR:2 dans les cellules ou le gene LysM est actif, induisant ainsi un KO du
récepteur de fagon spécifique aux macrophages. Les expériences et résultats obtenus

sur les souris F2rl1ysM générées par ce croisement sont décrits dans les parties

suivantes.
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2. En condition physiologique, la délétion de PAR2 dans les macrophages n’a

aucun impact sur le phénotype des souris adultes

Les souris présentant une délétion de PAR:2 dans les macrophages (F2rl1tysM)
agées de 10 a 12 semaines ont été analysées et comparées aux littermates F2rl1+/*
du méme age. Dans un premier temps, nous avons étudié I'expression de I'’hepcidine
hépatique des souris ayant une délétion de PAR2 dans les macrophages. De facon
équivalente a la cohorte de souris F2rl17-, aucune différence n’a été observée entre
les groupes F2ri1ysM et WT concernant I'expression de I'hepcidine ou encore du
marqueur de la voie BMP-SMAD : Id1 (Figure 25A et B). De plus, les parametres
sanguins de ces souris étaient également tout a fait normaux avec des niveaux
identiques en termes de nombre de globules rouges ainsi que de la concentration en

hémoglobine entre les deux groupes d’animaux (Figure 25C et D).

Ces données démontrent que la délétion du récepteur PAR2 spécifiquement
dans tous les macrophages des souris adultes n'a pas deffet en condition

physiologique.

Comme pour les souris F2rl17-, nous avons voulu effectuer les mémes expériences
aprés induction d’un stress érythroide aux souris F2rI1ysM, | 'objectif était d’identifier
si la régulation de I'hepcidine par PAR: était dépendante des macrophages, dans ce

contexte précis d’anémie. Les résultats sont présentés dans la section suivante.
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Figure 25 : La délétion de PAR; dans les macrophages n’a aucun impact sur le phénotype
des souris adultes

(A-B) Analyse par PCRq de I'expression des genes Hampl et Id1 dans le foie. (C-D) Mesure
des parametres sanguins (nombre de globules rouges et taux d’hémoglobine) avec un
analyseur d’hématologie.

Les moyennes de -ACt de PCRq et des paramétres hématologiques des souris WT et F2r|1-sM
ont été comparées et analysées par test t de student. [Non significatif]
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3. Les souris F2rl1tysM récapitulent le phénotype du KO total en réponse a

'anémie induite par la phlébotomie

Les souris F2rl1ysM et leurs homologues sauvages ont subi le méme protocole
de phlébotomie décrit précédemment (2 phlébotomies séparées de 24h, dissection

24h apres la 2"). L’ensemble de ces souris étaient 4gées de 10 et 12 semaines.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux parameétres
hématologiques. Dans les deux groupes de souris, la phlébotomie a entrainé une nette
diminution des globules rouges, de 'hémoglobine ainsi que de 'hématocrite dans les
deux groupes de souris (Figure 26A, B et C). Il est important de préciser qu’aucune
différence significative n’a été observée entre les deux lots d’animaux dans la condition
phlébotomie suggérant que 'anémie induite par ce protocole était d’'un degré identique

entre ces derniers.

Nous avons ensuite effectué des analyses d’expression de génes sur les foies
de ces souris. Comme attendu, nous pouvons observer que I'expression de I'hepcidine
a été fortement réduite dans le foie des individus WT en réponse a la phlébotomie
(Figure 26D). En revanche, de facon équivalente a la cohorte F2rl17-, la suppression
de I'hepcidine des souris F2ri1tysM g été réduite. En effet, nous pouvons remarquer
gu'une différence significative entre les groupes WT et KO se distingue aprés
phlébotomies. Notons également que les niveaux d’expression des ARNm de
I'hepcidine aprés phlébotomies étaient identiques entre les deux groupes de souris KO
(Figure 26D). Par ailleurs, nous avons également observé une Iégére diminution d’ld1
dans chaque groupe de souris apres phlébotomie (Figure 26E).

En conclusion, la délétion de PAR2 dans les macrophages a partiellement inhibé
le mécanisme de suppression de I'hepcidine en réponse a l'anémie. Les souris
F2rl1tysM récapitulent le phénotype des souris F2rl17- en réponse aux phlébotomies.
L’ensemble de ces données suggere qu’en condition d’anémie, le récepteur PAR:2
participe a la suppression de I'hepcidine via un mécanisme dépendant des

macrophages.
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Figure 26 : Les souris F2rl1%*™ récapitulent le phénotype du KO total en réponse a l'anémie
induite par la phlébotomie

(A-C) Mesure des parametres sanguins (nombre de globules rouges, taux d’hémoglobine et
hématocrite) avec un analyseur d’hématologie. (D-E) Analyse par PCRq de I'expression des
genes Hamp1 et Id1 dans le foie.

Les moyennes des valeurs des paramétres sanguins et de -ACt de PCRq des souris F2rl1-M,
F2rl1” et WT ont été comparées par un test ANOVA one-way suivi d’'un test de comparaison
multiple de Sidak. [* : p<0.05 - **** : p<0.0001]
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4. La délétion de PAR2> dans les macrophages n’induit pas d’altération de

I’érythropoiése en réponse a la phlébotomie

Nous avons expligué précédemment que les macrophages ont un réle
prépondérant au sein de la rate et la moelle osseuse lors de I'érythropoiése. Nous
avons également vu que ces compartiments érythroides, parallélement a la fabrication
de nouveaux globules rouges en réponse a I'anémie, peuvent induire des signaux
inhibiteurs de I'hepcidine. Pour s’assurer que la différence observée dans les niveaux
d’hepcidine entre souris KO et WT n’était pas liée a une altération du fonctionnement
de ces macrophages lors de I'érythropoiése, nous avons étudié la différenciation

érythroide par cytométrie en flux dans la rate et la MO des deux groupes de souris.

Dans un premier temps, nous pouvons voir que le pourcentage de cellules
TER119+ dans la MO et la rate était identique entre les deux groupes, en condition

physiologique et apres phlébotomies (Figure 27A et B).

Ensuite, nous avons analysé et quantifié les différentes populations de
progéniteurs érythroides dans les deux groupes d’animaux. Comme attendu, nous
pouvons voir que la phlébotomie a bien engendré une augmentation significative des
populations de progéniteurs précoces et une diminution de la population de globules
rouges plus matures (population V). Ce phénoméne a été observé dans la MO et dans
la rate des deux lots de souris (Figure 27C et D). Par ailleurs, aucune différence n’a
pu étre mise en évidence entre les souris F2rl1WysM et leurs homologues WT en
absence ou aprés traitement (Figure 27C et D). Enfin I'expression du géne de
I'érythroferrone produite par les érythroblastes de la MO a bien été induite de maniére
significative dans les deux groupes de souris mais sans observer de différence dans

I'amplitude de réponse (Figure 27E).

Collectivement, ces données suggerent que la difféerence de suppression de
I'hepcidine observée entre les souris WT et F2rI1ysM ne semble pas étre liée a une

altération de I'érythropoiése suite a 'anémie induite par la phlébotomie.
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Figure 27 : La délétion de PAR; dans les
macrophages n’induit pas d’altération de
I’érythropoiese en réponse a la phlébotomie

(A-B) Analyse par cytométrie en flux du
nombre total de cellules TER119+ dans la MO
et la rate de souris F2rl1%™. (C-D) Analyse par
cytométrie des 5 stades distincts de la
différenciation  érythroide : (I)  pro-
érythroblastes ()] basophiles (1
polychromatiques (IV) orthochromatiques et
(V) réticulocytes. (E) Analyse par PCRq de
I'expression du gene Fam132b (ERFE) dans la
MO.
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Les moyennes des pourcentages des cellules TER119+ et de -ACt de PCRq des souris
F2ri1"*™ et WT ont été comparées par un test ANOVA one-way suivi d’un test de comparaison
multiple de Sidak. [**** . p<0.0001]. Les résultats du pourcentage des différents populations
érythroides sont présentés sous forme de graphigues empilés avec la moyenne + SD de n=3-
6 souris/groupes.

IV. Conclusion

Cette étude visait a évaluer si le récepteur PAR2 est impliqué dans la régulation
du métabolisme du fer. Basé sur des observations faites sur des embryons F2rl17- qui
surexpriment I'hepcidine, nous avions émis I'’hypothése que le récepteur activé par les
protéases est impliqué dans la régulation négative de I’hormone hépatique. Nous
avons alors étudié cette hypothése sur des souris adultes mais n’avons pas pu
confirmer d’effet du récepteur dans des conditions d’équilibres homéostasiques. Nous
avons donc bousculé cet équilibre en appliquant un protocole visant a rendre les
individus anémiques et ainsi observer s'il existait une régulation PAR2 dépendante de
I'hepcidine en condition physiopathologique qui requiert la production de nouveaux

globules rouges.

Dans ce contexte nous avons démontré que I'anémie induite par phlébotomies
provoque une diminution de I'hepcidine par un mécanisme en partie dépendant du
récepteur PAR2. Nous avons alors montré, via 'utilisation du modéle murin F2rl1tysM |
que ce mécanisme d’inhibition de I'hepcidine dans lequel PAR: est impliqué dépend

de son expression dans les macrophages.

En conclusion de cette section, 'ensemble de nos résultats démontre qu’en
condition de stress érythroide induit par la phlébotomie, les macrophages sont
impliqués dans la production de signaux inhibiteurs de I'hepcidine par un mécanisme

en partie dépendant du récepteur PAR:2.
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Partie 2 : Etude de I'impact de I’'anémie induite par la
phlébotomie sur les populations de macrophages

hépatiques

|. Introduction, hypothéses et axes de recherche

L’ensemble des résultats, qui ont été générés durant la premiére année de ces
travaux (Partie 1), nous a poussés a nous interroger quant au role des cellules
myeloides hépatiques dans la régulation de I'hepcidine systémique. Basé sur un
modéle de délétion de PAR:2 dans toutes les cellules dont le promoteur du gene LysM
est actif, nous avons fait le choix d’investiguer I'implication de ces cellules sur la
régulation de I'expression de I'hepcidine. Parmi les cellules exprimant le lysozyme M
peuvent étre citées : les macrophages, les monocytes ou encore les neutrophiles.
Divers éléments ont soulevé I'hypothése que les macrophages hépatiques,
représentés en grande partie par les cellules de Kupffer, pourraient étre impliqués

dans le mécanisme de suppression de I'hepcidine que nous étudions.

Premierement, les macrophages tissulaires résidents du foie présentent une
identité leur permettant d’assurer des fonctions spécifiques sur la régulation du
métabolisme du fer. En effet, nous avons vu dans le chapitre introductif de ce
manuscrit que ces derniers acquierent, notamment grace aux signaux de
I'environnement, une signature transcriptionnelle démontrant leur implication dans les

mécanismes de recyclage du fer dans le foie.

Deuxiemement, il a également été montré que dans certaines conditions
d’anémies associées a une hémolyse intra vasculaire ou une infection, des monocytes
peuvent infiltrer le foie et se différencier en macrophages aux fonctions spécialisées
dans le recyclage des érythrocytes stressés sénescents (theurl 2018). Il apparait donc
intéressant de questionner si ce phénomene est également observable dans des

conditions d'anémie sévére comme la phlébotomie.
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Par ailleurs, les résultats obtenus précédemment dans le modeéle F2rl1tysM sur
la fonction de PAR2 dans la régulation de I'hepcidine suggérent une implication des
macrophages. De plus, il est également connu que PAR:2 peut exercer des fonctions
liées a lattraction de cellules immunitaires, notamment de monocytes (qui se

différencient en macrophages) par un mécanisme CCL2 dépendant.

Ainsi, dans cette partie 2, nous nous sommes interrogés sur la possibilité que
I'anémie engendrée par la phlébotomie puisse induire des signaux de stress provenant
du foie et entrainer un recrutement transitoire de macrophages dérivés de monocytes,
lesquels pourraient assurer des fonctions de régulation de I'hepcidine. Dans un
premier temps, nous avons évalué l'impact de la phlébotomie sur les diverses
populations myéloides du foie. Pour cela, en nous basant sur notre méthode
d’isolement des cellules non parenchymateuses, nous avons développé un panel de
cytométrie composé d’anticorps ciblant spécifiquement les différentes populations de
cellules du foie. Les résultats obtenus sont présentés dans les sections B et C qui

suivent.

Dans un second temps, nous avons étudié ces mémes populations, dans le foie
des souris F2rl1YsM afin de déterminer si la délétion de PAR2 dans les macrophages
affecte d’'une quelconque maniere les populations myéloides en réponse a la
phlébotomie. Cela pourrait expliquer la différence de suppression de I’hepcidine entre
F2ri1lysM et F2rl1++, décrite dans la partie 1 de ces résultats. Les résultats autour de

cette hypothese font I'objet de la derniére section de ce chapitre (section I11.4).
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. Reésultats : Identification des populations myéloides

hépatiques par cytométrie en flux

1. Développement d’'un panel d’anticorps et dune méthode d’analyse pour

étudier les populations myéloides LysM+ du foie par cytométrie en flux

Afin de caractériser les populations de monocytes et macrophages dans le foie,
nous avons mis au point une méthode adaptée pour étudier les diverses cellules
hépatiques non parenchymateuses. Pour cela, nous avons développé un panel de
cytométrie en flux basé sur l'utilisation d’anticorps permettant la reconnaissance
d’antigénes spécifiques des différentes cellules. Les anticorps ciblant ces protéines
sont regroupés dans le tableau 3, retrouvé dans la section méthodologie du manuscrit.
Certains de ces antigenes ont été utilisés pour cibler des cellules a éliminer de
'analyse et d’autres ont été utilisés pour quantifier les populations d’intérét
(monocytes/macrophages hépatiques). Cette méthode d’analyse permettant d’exclure
ou cibler différents types cellulaires en se basant sur I'utilisation de cellules négatives

ou positives pour un antigéne est appelée « stratégie de gating ».

Pour déterminer précisément les proportions de cellules myéloides hépatiques,
nous avons dans un premier temps exclu de l'analyse, 'ensemble des cellules
apoptotiques. Pour ce faire, nous avons sélectionné les cellules vivantes en utilisant
un marqueur de viabilité (Zombie-NIR) qui se fixe aux cellules mortes, les cellules
d’'intérét encore vivantes étaient celles négatives pour ce marqueur (Figure 28A).
Ensuite, nous avons d’'une part sélectionné les cellules positives pour le marqueur
CD45, une glycoprotéine transmembranaire principalement exprimée dans les cellules
d’origine hématopoiétique, et d’autre part les cellules négatives pour le « linéage ». Ce
linéage regroupe des anticorps couplés a un méme fluorochrome qui permettent de
cibler spécifiqguement I'ensemble des populations immunitaires non désirées parmi
lesquelles les lymphocytes B et T, les cellules Natural Killer (NK) ou encore les cellules
dendritiques (Figure 28B et C). Notons également, que durant ces deux étapes
successives, nous avons egalement exclu les cellules endothéliales via I'utilisation du

marqueur CD31.
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Par la suite, la stratégie d’analyse a permis d’identifier les différents types de
cellules myéloides d’intérét. Nous avons pour cela utilisé les marqueurs CD11b, Ly6C
et Ly6G. Ainsi, les neutrophiles ont été sélectionnés en utilisant un anticorps ciblant
'antigene Ly6G tandis que la stratégie d’étude des monocytes reposait sur

I'expression des antigénes CD11b et Ly6C (Figure 28D et E).

Enfin, dans la derniére partie de I'analyse, nous avons pu mettre en évidence
d’'une part une petite population de monocytes exprimant fortement I'antigéne Ly6C++
et d’autre part une population de cellules de Kupffer positives a la fois pour les
marqueurs F4/80 et Timd4 (Figure 28F et G). Puis, l'utilisation en combinaison, des
anticorps ciblant Ly6C et F4/80, a permis d’étudier les cellules doubles positives pour
ces marqueurs. Ces derniéres correspondent aux macrophages transitoires, c’est-a-
dire des monocytes exprimant I'antigene Ly6C qui ont subi un processus de
différenciation et ainsi acquis le marqueur F4/80, présent a la surface de tous les
macrophages. Rappelons que ces cellules ont été au centre de notre problématique
car nous avons cherché a déterminer si une infiltration hépatique de ces macrophages
dérivés des monocytes, survenait en réponse a l'anémie induite par la phlébotomie.
Sur la figure, cette population n’est pas présente, cela est attendu en condition

physiologique (Figure 28H).
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Figure 28 : Méthode d’analyse informatique des populations myéloides hépatiques étudiées
par cytométrie en flux

(A-G) Représentation graphique des NPC issues d’une souris C57BI/6J WT et analysées avec

le logiciel FlowJo montrant (A) les cellules viables, (B) les cellules endothéliales CD31+ ou
hématopoiétiques CD45+, (C) les cellules lymphoides Lin-, (D) les cellules myéloides
CD11b+, (E) les monocytes Ly6C+ et neutrophiles Ly6G+, (F) les monocytes Ly6C ++, (G) les
KC F4/80+ / Timd4+ ,et (H) les macrophages dérivés des monocytes Ly6C+ / F4/80+.

2. Différentes populations de cellules myéloides cohabitent dans le foie

Nous avons vu dans la partie précédente que le développement d’'un panel et
d'une stratégie de cytométrie a permis d’identifier spécifiquement les différentes
populations myéloides du foie. La suite de nos travaux s’articule autour de I'étude de
ces cellules dans un contexte d’anémie induite par la phlébotomie. Dans ce contexte,
nous avons fait un focus tout particulier sur les populations de macrophages. Nous
pouvons alors voir que différentes populations de cellules myéloides cohabitent dans
le foie (Figure 29A et B).

Dans un premier temps, pour identifier précisément 'ensemble de ces cellules,
nous avons utilisé des souris ayant subi une injection de LPS 24h avant prélévement.
Cela a permis d’établir un contréle positif puisqu’il est connu que lors de I'inflammation
induite par des injections intrapéritonéales de LPS, s’établit un mécanisme d’attraction
de plusieurs types de cellules myéloides dans le foie (notamment de
monocytes/macrophages dérivés des monocytes et neutrophiles). Comme attendu,
Nnous pouvons voir que le traitement a bien induit une augmentation de plusieurs types
cellulaires en réponse aux injections IP de LPS (quantifications non montrées),

validant ainsi notre modéle d’étude (figure 29A).

Dans un second temps, il est important de préciser gue nous avons rencontré
des difficultés a obtenir des niveaux homogénes des divers types cellulaires myéloides
dans notre groupe de souris contréle, rendant les résultats de cette étude plus
compliqués a interpréter. En effet, les niveaux de neutrophiles étaient variables et
extrémement élevés dans les différents lots de souris WT non traitées par rapport a ce

qui était attendu (Figure 29B). Nous verrons d’ailleurs, dans la partie D de ce chapitre
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2 de résultats, que les niveaux de neutrophiles des souris WT de la cohorte F2rl1tysM

provenant d’une autre zootechnie d’expérimentation étaient nettement plus bas.

Toutefois, nous pouvons tout de méme conclure sur la validité de notre
approche par cytométrie en flux qui montre que différentes populations myéloides
cohabitent dans le foie. Nous avons ainsi pu quantifier les niveaux de base de ces
cellules. La suite de ces travaux vise a déterminer si I'anémie induite par la
phlébotomie entraine le recrutement de macrophages dérivés des monocytes, qui

pourraient exercer des fonctions régulatrices sur I’hepcidine.
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Figure 29 : Mesure par cytométrie en
flux des différentes populations de
cellules myéloides dans le foie de

souris C57BI/6J WT

(A) Représentation graphique des
cellules myéloides dans le foie de
souris C57BI/6J WT discriminées
selon les parametres de taille (FSC-
A) et de granulosité (SSC-A), en
condition physiologique ou aprés une
injection i.p de LPS 24h avant
analyse. (B) Quantification du
pourcentage des cellules myéloides
dans le foie des souris C57BI/6J WT
en condition physiologique.



lll. Reésultats : Effet de 'anémie induite par la phlébotomie sur les

populations de macrophages dans le foie

1. L’'anémie induite par la phlébotomie induit une légére infiltration de

monocytes dans le foie des souris C57BI/6J

Tout d’abord, afin d’étudier linfiltration de macrophages en réponse a la
phlébotomie, nous avons dans un premier temps réalisé les mémes expériences de
phlébotomies que celles décrites en partie 1. Comme attendu, nous avons bien
observé une diminution du nombre de globules rouges, de la concentration en
hémoglobine, ainsi que de 'hématocrite, en réponse a la phiébotomie (Figure 30A B
et C). De plus, les souris ont supprimé significativement I'hepcidine a des niveaux
attendus (Figure 30D). Notons que les niveaux des différents parametres
hématologiques et d’expression génique de I'hepcidine des souris ayant recu une dose
de LPS 24h avant sacrifice étaient identiques au groupe des souris contrbles non

traitées.

Dans un second temps, en nous appuyant sur notre hypothese selon laquelle
des macrophages dérivés des monocytes peuvent réguler I'hepcidine en réponse a la
phlébotomie, nous avons quantifié le pourcentage de monocytes dans le foie des
différents groupes de souris. Pour cela, nous nous sommes basés sur la stratégie
d’analyse développée précédemment et avons quantifié les monocytes de deux fagons
différentes. Nous avons ainsi observé une tendance a 'augmentation des monocytes
dits « classiques », exprimant fortement I'antigéne Ly6C (« Ly6C++ »), dans le foie
des souris phlébotomisées. Cette augmentation était plus forte dans le groupe
d’individus traités au LPS (Figure 30E). Nous avons également quantifié 'ensemble
des monocytes, doublement positifs pour les antigénes CD11b et Ly6C+ afin d’établir
un pourcentage de monocytes totaux. Dans ce contexte, nous avons également
observé une augmentation significative de ces cellules, a un niveau presque
équivalent entre les groupes phlébotomie et LPS par rapport au groupe WT. (Figure
30F).
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Collectivement, ces données indiquent qu’en réponse a I'anémie induite par la

phlébotomie survient une légere infiltration de monocytes dans le foie des souris.
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C57BI/6J
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(A-C) Mesure des paramétres sanguins (nombre de globules rouges, taux d’hémoglobine et
hématocrite) avec un analyseur d’hématologie. (D) Analyse par PCRq de I'expression
d’Hampl dans le foie. (F-G) Quantification par cytométrie en flux du pourcentage de
monocytes classiques Ly6C++ ainsi que du pourcentage de monocyte totaux CD11b+ /Ly6C+
dans le foie des souris C57BI/6J.

Les moyennes des valeurs des paramétres sanguins, de -ACt de PCRq, et des pourcentages
de monocytes des groupes de souris C57BI/6J ont été comparées par un test ANOVA one-
way suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak. [* : p<0.05 - ** : p<0.005 - ****: p<0.0001]

2. L’anémie induite par la phlébotomie n’entraine pas d’augmentation de

macrophages transitoires dans le foie

Nous avons vu dans la partie précédente que I'anémie induite par la
phlébotomie a entrainé une baisse majeure de I'expression de I'’hepcidine dans le foie.
Dans ce contexte, nous avons pu observer une légére augmentation des niveaux de
monocytes dans le foie suggérant que 'anémie induite par la phlébotomie entraine une
infiltration de monocytes dans le foie. De ce fait, nous avons cherché a caractériser le
devenir de ces monocytes et mesurer la proportion de macrophages transitoires qui
ont pu étre générés a partir de ces monocytes et in fine potentiellement agir sur

I'expression de I'’hepcidine.

Comme expliqué en amont, ces macrophages transitoires sont des monocytes
Ly6C+ en cours de différenciation en macrophages F4/80+. Ainsi, I'analyse par
cytométrie en flux des cellules doublement positives pour ces marqueurs a permis
d’étudier précisément ce type cellulaire. Comme attendu, nous avons d’abord constaté
gu’en condition physiologique, la présence de ces macrophages est indétectable dans
le foie des souris (Figure 31A). Nous avons également observé que le LPS a induit
une forte augmentation de ces cellules dans le foie des souris traitées. Enfin, aucune
augmentation de cette population de macrophages dérivés des monocytes n’a pu étre
mise en évidence dans le foie des souris phlébotomisées. Ces données suggerent que
la baisse de I'hepcidine induite par la phlébotomie n’est pas dépendante d'un tel
mécanisme. Par ailleurs, en accord avec ce résultat, nous n’avons pas non plus été
capables de mettre en évidence une augmentation de la chimiokine CCI2, aprés
phlébotomies. Les niveaux de transcrits codant pour cette protéine, responsable de la

chimio-attraction des monocytes, ont été augmentés uniquement dans le lot de souris
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injectées au LPS (Figure 31B). De plus, nous n’avons pas non plus observé de
variation de I'expression des genes codant pour les récepteurs aux chimiokines mono
attractantes : Ccr2 et Cx3crl dans les NPC aprés phlébotomies par rapport aux
contrbles (Figure 31C et D).

Collectivement, ces données indiquent que la phlébotomie n’induit pas de
signaux hépatiques entrainant [lattraction et [linfiltration d’'une population de
macrophages transitoires vers le foie. Notre hypothése selon laquelle I'hepcidine des
hépatocytes est régulée par ces cellules apres infiltration dans le foie a donc été

réfutée.
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Figure 31 : La phlébotomie n’induit pas d’infiltration de macrophages transitoires dans le foie

(A) Quantification par cytométrie en flux du pourcentage de macrophages transitoires Ly6C+/
F4/80+. (B-D) Analyse par PCRq de I'expression des génes Ccl2, Ccr2 et Cx3crl dans le foie
des souris C57BI/6J.

Les moyennes des valeurs des pourcentages de macrophages et de -ACt de PCRq des
groupes de souris C57BI/6J ont été comparées par un test ANOVA one-way suivi d’'un test de
comparaison multiple de Sidak. [* : p<0.05 - ** : p<0.005 - *** : p<0.0005 - **** : p<0.0001]

Bien que la phlébotomie ne semble pas entrainer d’augmentation des
macrophages transitoires au temps 24h apres la seconde phlébotomie, nous avons
tout de méme quantifié le reste des populations myéloides en réponse a la

phlébotomie. Nous nous sommes donc intéressés aux KC, qui représentent la
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population majoritaire de macrophages hépatiques. Nous avons alors observé que la
phlébotomie a induit une diminution significative du pourcentage de cellules de
Kupffer. Néanmoins, cette diminution était moins forte que celle observée lors du
stress inflammatoire provoqué par le LPS (Figure 32A). De plus, étant donné que les
résultats des expériences de cytométrie en flux sont exprimés en pourcentage (% des
cellules myéloides totales CD45+ / Lin -), il est difficile de raisonner en nombre absolu
initial dans l'organe et ainsi conclure précisément que la diminution observée
correspond bien a une baisse du nombre de ces cellules. En effet, il est également
possible que la baisse observée du pourcentage des cellules de Kupffer soit
uniquement liée a une dilution due a 'augmentation des monocytes que nous avons

décrite en amont.

De facon intéressante, la Iégére baisse des KC, observée dans le groupe
phlébotomie par cytométrie, était corrélée a une baisse de la quantité des transcrits
codant pour le marqueur F4/80 présent dans tous les macrophages (Figure 32B).
Notons que malgré une baisse plus importante du pourcentage de KC dans le groupe
LPS, nous n’avons pas fait état d’'une diminution du nombre de transcrits F4/80 dans
ce méme groupe, cela peut étre éxpliqué par une compensation du nombre de
transcrits provenant de 'augmentation du pourcentage des macrophages dérivés des
monocytes que nous avons observée précédemment. Pour étudier plus précisément
la variation des cellules KC, nous avons également quantifié les transcrits Clec4f et
Vsig4 en réponse a la phlébotomie (Figure 32C et D). Ces derniers codent pour des
protéines retrouvées spécifiguement dans ces macrophages résidents du foie. Nous
avons alors observé une légére diminution de ces deux marqueurs dans le groupe
phlébotomie ainsi qu'une forte diminution dans le groupe LPS, ces résultats sont en

corrélation avec ceux généreés par cytométrie en flux.

En conclusion, en comparaison avec le stress inflammatoire induit par le
traitement des souris au LPS, 'anémie induite par la phlébotomie n’a pas eu d’impact

majeur sur les niveaux de cellules de Kupffer.
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Figure 32 : Une diminution du pourcentage de KC est observée dans le foie en réponse a la
phlébotomie

(A) Quantification par cytométrie en flux du pourcentage de KC F4/80+ / Timd4+. (B-D)
Analyse par PCRq de I'expression des genes F4/80, Clec4f et Vsig4 dans le foie des souris
C57BI/6J.

Les moyennes des valeurs des pourcentages de KC et de -ACt de PCRq des groupes de
souris C57BI/6J ont été comparées par un test ANOVA one-way suivi d’'un test de comparaison
multiple de Sidak. [*** : p<0.0005 - **** : p<0.0001]
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3. Les niveaux de neutrophiles hépatigues témoignent d’'un statut sanitaire

altéré qui a constitué un biais pour 'analyse des populations hépatiques

Nous avons quantifié précédemment les niveaux de monocytes et
macrophages présents dans le foie, ainsi que 'effet de la phlébotomie sur ces cellules.
Nous avons alors infirmé notre hypothese selon laquelle des macrophages transitoires
infiltrent le foie en réponse a la phlébotomie. Ces cellules, dérivées de monocytes
infiltrants ne sont donc pas impliquées dans la régulation de I'hepcidine lors d’un stress
de Tlérythropoiése. Cependant, il est trés important de préciser que certains
parameétres physiologiques relatifs a I'inflammation étaient anormalement différents et
témoignent d’'un statut sanitaire altéré dans cette cohorte de souris C57BI/6J,
hébergées dans la zootechnie de notre laboratoire. En conséquence, les résultats bien
qu’'assez clairs, étaient donc partiellement biaisés puisqu’il est connu que, lors de
différents stress inflammatoires, des infiltrats de cellules immunitaires peuvent survenir
dans le foie. Ainsi, nous relatons dans cette partie nos observations concernant le
statut sanitaire des souris, ces éléments ont ensuite été pris en compte pour conclure

de la facon la plus prudente possible vis-a-vis de notre hypothése de départ.

Dans un premier temps, nous avons observé que le pourcentage de
polynucléaires neutrophiles, exprimant spécifiguement lantigéne Ly6G, était
anormalement élevé dans le foie des souris. En effet, celui-ci était supérieur a 20% (%
des cellules myéloides totales CD45+ / Lin -) dans les différents groupes d’individus
(Figure 33A). Rappelons qu’en condition physiologique, les niveaux de neutrophiles
dans le foie des souris « saines » sont normalement trés bas, c’est-a-dire inférieurs a
5% des cellule myéloides. De plus, si I'on se référe aux données du pourcentage des
différentes cellules myéloides des souris C57BI/6J WT étudiées dans la section 1 de
ce chapitre, nous pouvons voir que le pourcentage de neutrophiles de certains
individus était également tres élevé (Figure 33B). Parallelement a la détection des
neutrophiles par des approches au niveau protéique, nous nous sommes également
appuyés sur des approches au niveau moléculaire en mesurant les transcrits de
S100a9 par PCR quantitative. Ce dernier, spécifique des neutrophiles dans le foie,

était trés variable et de nombreuses souris des groupes contrdle et phlébotomie
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présentaient une expression élevée de ce marqueur a des niveaux identiques au

groupe LPS, utilisé comme contréle positif de I'inflammation (Figure 33B).

Pour aller plus loin, nous avons également mesuré I'expression des génes
Socs3 et Saa3. Nous avons étudié d’une part I'expression de Socs3, un gene cible de
la voie pro-inflammatoire JAK/STAT. Nous n’avons pas observé de différences entre
les trois groupes de souris (Figure 33C). En revanche, nous pouvons voir que la
variabilité de I'expression au sein de chaque groupe était élevée ce qui, en parallele
avec les données observées sur les niveaux de neutrophiles, suggere que certaines
souris présentaient une inflammation. De plus, I'étude de I'expression du géne Saa3,
un autre géne utilisé comme marqueur d’inflammation hépatique, montrait que ce
dernier était fortement induit en réponse au LPS par rapport aux deux autres groupes.
Cependant, nous pouvons également constater que la variabilité au sein des groupes

contrble et phlébotomie était trés forte (Figure 33D).

En conclusion, I'analyse du foie des souris a mis en évidence une possible
inflammation dans les différents groupes incluant le groupe de souris controles. A la
lumiére de ces informations, il est évident que cela a constitué un biais qui a pu
entraver une partie de nos travaux. Cependant, les contrles que nous avons mis en
place et les résultats obtenus nous ont quand méme permis de conclure quant a notre
hypothése de départ. Ainsi, il est clair que 'anémie provoquée par la phlébotomie

n’induit pas le recrutement de macrophages transitoires dans le foie.
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Figure 33 : Quantification de l'infiltration de neutrophiles et mesure de marqueurs
inflammatoires dans le foie en réponse a la phlébotomie

(A) Quantification par cytométrie en flux du pourcentage de neutrophiles Ly6G+. (B-D) Analyse
par PCRq de I'expression des génes S100a9, Socs3 et Saa3 dans le foie des souris C57BI/6J.

Les moyennes des valeurs des pourcentages de neutrophiles et de ACt de PCRq des groupes
de souris C57BI/6J ont été comparées par un test ANOVA one-way suivi d'un test de
comparaison multiple de Sidak. [*: p<0.05 - **** : p<0.0001]
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4. Effet d'une délétion de PAR2> dans les macrophages sur les populations

myéloides hépatigues en réponse a la phlébotomie

Comme vu dans l'introduction de ce manuscrit, il est décrit dans la littérature
que l'activation de PAR2 dans diverses situations physiopathologiques peut induire la
production de CCL2 et engendrer le recrutement de cellules immunitaires et tout
particulierement de monocytes. Bien que mineure, nous avons précédemment mis en
évidence une infiltration de monocytes dans le foie des souris C57BI/6J WT en réponse
a 'anémie induite par la phlébotomie. Nous avons donc étudié le comportement des
cellules myéloides hépatiques dans le foie des souris F2rl1 YsMen réponse au stress
induit par la phlébotomie. Pour cela, nous avons réalisé la méme étude par cytométrie

en flux.

Afin d’évaluer l'effet de la délétion spécifique de PAR:2 dans les macrophages
sur les populations myéloides du foie, en réponse a la phlébotomie, il est important de
préciser que les souris F2rI1YysM ainsi que leurs homologues WT littermate, étaient
hébergées dans une zootechnie d’expérimentation différente de celle utilisée pour
héberger la cohorte de B6 étudiée précédemment. Ainsi, nous avons dans un premier
temps comparé le statut sanitaire des souris F2rl1ysM avec la cohorte de souris
C57BI/6J WT, en se basant sur les mémes parameétres. Dans ce contexte, Il est
frappant de voir que les niveaux de neutrophiles étaient significativement plus bas
dans la cohorte F2rl1W¥sM (Figure 34A). Nous avons ensuite analysé les niveaux de
transcrits des genes Socs3 et Saa3 pouvant étre utilisés comme témoin d’une
inflammation hépatique (Figure 34B et C). Nous avons alors observé une tendance
plus faible de I'expression des deux génes dans les lots de souris issues de la cohorte
F2rl1lysM comparés aux B6 WT. Ces résultats suggérent que les souris F2rl1** et KO,
hébergées dans une zootechnie indépendante de notre laboratoire, étaient en
meilleure santé. Cela a d’ailleurs été confirmé par d’autres équipes de notre institut,
qui ont également constaté des anomalies dans leurs cohortes de souris, décrivant
notamment des problemes inflammatoires dans l'intestin et les poumons, y compris

chez des individus témoins (données non disponibles).

Ensuite, nous avons effectué les mémes expériences de phlébotomie sur les

souris de cette cohorte F2rl1 WsMet nous avons mesuré les niveaux d’hepcidine dans
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le foie. Comme attendu, l'inhibition de I'hepcidine était réduite dans le foie des individus
F2rl1YsM par rapport aux WT (Figure 34D). Nous avons alors quantifié les niveaux de
monocytes et macrophages dans le foie de ces souris par cytométrie en flux. Une
légere tendance a l'augmentation du pourcentage de monocytes a été mise en
évidence en réponse a la phlébotomie dans les groupes WT et KO (Figure 34E). A
I'inverse, le pourcentage de KC était aussi Iégérement modifié avec une baisse de ces

cellules apres phlébotomie dans les deux groupes (Figure 34F).

Collectivement, ces données démontrent que le récepteur PAR2 n’est pas
responsable de l'attraction de monocytes dans le foie en réponse a I'anémie induite
par phlébotomie. La délétion de PAR2 n’affecte pas le pourcentage des populations

de monocytes et macrophages en réponse a la phlébotomie.
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Figure 34 : Effet d’une délétion de PAR, dans les macrophages sur les populations
myéloides hépatiques en réponse a la phlébotomie

(A) Quantification par cytométrie en flux du pourcentage de neutrophiles Ly6G+ dans le foie
des groupes de souris C57BI/6J et F2rl1"*M. (B-D) Analyse par PCRq de I'expression des
génes Socs3, Saa3 et Hampl, dans le foie de la cohorte de souris F2rl1%™. (E-F).
Quantification par cytométrie en flux du pourcentage de monocytes totaux et des KC dans le
foie de la cohorte de souris F2rl1-sV,

Les moyennes des valeurs des pourcentages des différentes cellules myéloides et de ACt de
PCRq des groupes de souris C57BI/6J et F2rl1"*M ont été comparées par un test ANOVA one-
way suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak. [* : p<0.05 - ** : p<0.005 - ****: p<0.0001]
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IV. Conclusion

Dans cette deuxiéme partie de résultats, nous avions émis I'hypothése que la
phlébotomie induit un mécanisme d’attraction des monocytes vers le foie. Nous avons
ainsi cherché a déterminer si ces derniers, qui se différencient in situ en macrophages
transitoires, pouvaient participer a la régulation négative de I'’hepcidine en réponse au
stress érythroide (liée a la phlébotomie). Dans ce contexte, nous avons testé si une
ablation de PAR2 dans les macrophages était susceptible de bloquer ce mécanisme,
expliquant peut-étre ainsi la différence d’expression d’hepcidine des F2rl1YsM vis-a-vis

des WT, observée apres phlébotomie.

Nos résultats ont démontré qu’une légére infiltration de monocytes dans le foie,
survient en réponse a I'anémie induite par la phlébotomie. Cependant, les données
obtenues décrivent que ces monocytes ne se différencient pas en macrophages, au
temps 24h apres la deuxieme phlébotomie. Ces cellules ne sont dons pas

responsables de la suppression de I'’hepcidine, observée dans ce contexte.

Enfin, les expériences réalisées sur les souris PAR2YsSM, hébergées dans une
zootechnique différente (et dont I'état sanitaire semblait meilleur) démontrent que le
récepteur PAR2, exprimé dans les macrophages, ne participe pas a la régulation de

I'hepcidine par un meécanisme dépendant de 'attraction des monocytes.

En conclusion, la phlébotomie n’induit par d’attraction de macrophages dérivés
des monocytes dans le foie. Le mécanisme de régulation de I'hepcidine par PAR:2
depuis les macrophages est donc indépendant d’'un tel mécanisme. Dans la partie
suivante, nous avons cherché a mettre en évidence le réle des macrophages dans la

régulation de I'hepcidine.
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Partie 3 : Caractérisation du réle des macrophages dans la

régulation de I’hepcidine

l. Introduction et hypotheses de recherche

Dans la partie précédente, nous avons exploré I'hypothése qu’en réponse a
I'anémie induite par la phlébotomie survient une infiltration de monocytes dans le foie
se différenciant ensuite en macrophages dits transitoires. Nous avons alors montré
gu’une petite infiltration de monocytes survient en réponse a la phlébotomie mais celle-
ci reste tout de méme mineure et nous n’avons pas montré d’augmentation d’'une
population de macrophages dérivés de ces monocytes. En conséquence, ces
éléments ont infirmé notre hypothese suggérant que si les macrophages sont
impliqués dans la régulation de I'hepcidine en réponse a la phlébotomie, cela est
indépendant d’'un mécanisme d’attraction des monocytes vers le foie. Ainsi, nous
avons cherché a démontrer le role direct des macrophages sur la régulation de

I'expression de I'’hepcidine.

Comme expliqué dans lintroduction, il a déja été montré que I'ablation des
macrophages hépatiques, par des expériences d’injections de clodronate, entraine
une augmentation de I'hepcidine systémique. Nous avons donc émis I'hypothése que
les macrophages tissulaires résidents du foie pourraient étre impliqués dans la
régulation négative de I'hepcidine en réponse a la phlébotomie. Ces cellules, qui
participent déja a la régulation du métabolisme du fer en recyclant les globules rouges,
sont en contact étroit avec les cellules endothéliales et les hépatocytes. Il a été montré
que les cellules endothéliales peuvent réguler I'’hepcidine par la sécrétion de BMP.
Nous avons donc voulu déterminer si un dialogue entre les macrophages et les

hépatocytes pourrait également étre responsable d’'une régulation de I'hepcidine.

De plus, les résultats obtenus avec les souris F2rl1tsM suggerent que PAR:2

régule I'’hepcidine via un réle dans les macrophages. Pour aller plus loin dans I'étude
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du rble des macrophages et confirmer leur implication dans la régulation de
I'hepcidine, nous avons utilisé un modéle murin d’ablation des macrophages. Ainsi
nous avons opté pour un modele génétique : le modéle LysM-Cre / iDTR-Flox. Le
principe détaillé de ce modeéle sera développé dans la partie suivante mais notons déja

que son intérét principal est d’'induire une déplétion spécifique des macrophages.

Ainsi, la premiére partie de nos résultats s’attache a caractériser l'effet de la
déplétion des macrophages et 'impact sur I'expression hépatique de I'hepcidine. Dans
un second temps, nous avons voulu déterminer comment I'hepcidine pourrait étre
régulée par les macrophages. Enfin, la derniére partie de ces résultats s’articule autour
de la caractérisation des mécanismes par lesquels des signaux négatifs provenant des

macrophages pourraient agir sur ’hepcidine hépatocytaire.

Il. Résultats : Effets et conséquences de la déplétion des
macrophages sur la régulation de I’expression de

I’hepcidine

1. Linjection de la DTX aux souris LysMPTR supprime efficacement les cellules

de Kupffer dans le foie

Dans le but de supprimer spécifiguement les macrophages, nous avons utilisé
un modele de souris transgénique permettant I'expression conditionnelle du récepteur
a la toxine diphtérique (DTR) dans un type cellulaire d’intérét. En effet, contrairement
aux cellules humaines, les cellules murines sont résistantes aux effets de la toxine
diphtérique (DTX) car elles n’expriment pas le récepteur permettant sa pénétration
dans les cellules. L’objectif de ce modéle est donc d’induire I'expression du récepteur
DTR dans un type de cellule, ou une injection de DTX permet d’éliminer sélectivement

la population cellulaire présentant le récepteur.

Nous avons donc généré une souris Kl (« Knock-in ») transgénique exprimant

le DTR uniguement dans les macrophages (souris LysM®®; iDTR"%%). Pour cela, nous
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avons utilisé les souris LysMC®, qui expriment 'enzyme CRE recombinase sous la
dépendance du promoteur du géne murin LysM qui est exprimé de maniére sélective
dans les macrophages chez la souris. Notons que ces souris LysMC® avaient été
utilisées pour induire un KO du géne de PAR: de facon spécifique dans les
macrophages. Puis, ces souris ont été croisées avec une lignée de souris chez laquelle
'expression du DTR humain peut étre induite par la CRE recombinase (les
souris iDTR™"). Nous avons obtenu ainsi une lignée exprimant le DTR dans les
macrophages (souris LysM®¢; iDTR1) que nous avons nommée LysMPP™R (Figure
35A).

Pour détruire les macrophages, un protocole basé sur trois injections
consécutives de DTX en i.p. a 24h d’intervalle a été mis au point. Les souris ont été
sacrifiées 12h aprés la derniere injection pour effectuer nos différentes analyses
(Figure 35B).

Pour valider notre protocole et confirmer la suppression des macrophages, nous
avons guantifié les différentes populations myéloides du foie par cytométrie en flux.
Nous avons également évalué l'impact de la déplétion en mesurant par PCR
quantitative les niveaux de transcrits de génes exprimés spécifiquement dans les
macrophages. Comme attendu, nous avons observé une diminution significative des
populations de KC, identifiées comme CD45+ / Lin- ; Ly6C- ; F480+ ; Timd4+ (Figure
35C et D). De plus, nous avons également pu détecter la suppression des
macrophages par PCRq puisque I'expression des génes spécifiques codant pour les
protéines F4/80 et Timd4 était également fortement diminuée par rapport au groupe

de souris de contréle NI (non injectées) (Figure 35E).

En conclusion, nos résultats révélent que ce modéle est efficace pour supprimer

de facon spécifique les macrophages hépatiques.
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Figure 35 : Développement d’'un modele de suppression inductible des macrophages

(A) Construction génique des souris KI DTR : LysM®™: Les souris LysM®"™ qui expriment la
Cre-Recombinase sous le contrble du promoteur LysM ont été croisées avec les souris
DTR"M% qui expriment des séquences LoxP bornant une cassette « stop » insérée dans le
géne codant pour le récepteur a la toxine diphtérique. Le croisement des souris conduit a
linduction de I'expression du DTR dans les macrophages. (B) Plan de I'expérience de
déplétion des macrophages par la DTX : 500ng de DTX ont été injectés pendant 3 jours a 24h
d’intervalle et les organes ont été collectés 12h aprés la derniére injection. (C) Représentation
graphique de I'étude par cytométrie en flux de I'ablation des KC par la DTX dans le foie des
souris LysMP™R (D) Quantification de la suppression des KC par cytométrie en flux. (E-F)
Mesure par PCRq des génes F4/80 et Timd4 dans le foie des souris LysMP™® aprés injection
de DTX.

Les moyennes des valeurs des pourcentages de KC et de ACt de PCRq des souris
LysMP™R ont été comparées par test t de student. [* : p<0.05 - **** : p<0.0001]

2. La déplétion des macrophages par la toxine diphtérique induit une forte

augmentation de I’hepcidine

Aprés validation du protocole expérimental, nous avons évalué l'effet de la
déplétion des macrophages sur I'expression de I'hepcidine. Nous avons mesuré divers
paramétres hématologiques pour s’assurer que les injections de toxines n’ont pas
d’effets délétéres sur les globules rouges, qui pourraient indirectement faire varier
I'expression de I'hepcidine et biaiser nos interprétations. Dans ce contexte, nous
n’avons pas observé des différences majeures du nombre de globules rouges ainsi

que des niveaux d’hémoglobine et de ’hématocrite (Figure 36A, B et C).

De facon tout a fait intéressante, la suppression des macrophages a induit une
augmentation majeure de I'expression de I'hepcidine (Figure 36D). Il est important de
préciser que cette augmentation était seulement la conséquence de I'ablation des
macrophages et non d’une réaction immunitaire liée aux injections de toxines. En effet,
nous pouvons observer que les injections de DTX aux souris C57BI/6J WT (qui
n‘expriment pas le DTR) n‘ont pas entrainé d’augmentation de I'expression de
I'hepcidine, suggérant que la toxine seule n’a pas d’effet. Par ailleurs, en paralléle a
'augmentation d’'Hampl, nous avons observé une augmentation de I'expression des
genes induits par I'activation de la voie BMP-SMAD : id1 et Smad7 (Figure 36E et F).

Ces données suggerent que la suppression des macrophages pourrait avoir entrainé
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une suractivation de la voie BMP-SMAD a l'origine de 'augmentation des niveaux

d’expression de I'hepcidine dans le foie des souris LysMPTR traitées.

Puis, nous avons également mesuré I'expression des génes Bmp6 et Tfrl dont
I'expression est induite par 'augmentation du fer sérique. Nous avons alors observé
une légére augmentation des transcrits codant pour le ligand BMP6 ainsi qu’une
tendance a la diminution pour Tfrl (Figure 36G et H). Ces résultats indiquent que la
déplétion des macrophages par la DTX a pu entrainer une petite libération de fer dans
'organisme, entrainant alors une Iégére variation de la transcription de ces genes.
Cependant, cette augmentation de Bmp6 ne peut expliquer une surexpression aussi

forte du géne de I'hepcidine.

En conclusion, nos données démontrent que la suppression spécifique des
macrophages pourrait avoir levé un mécanisme inhibiteur de I'hepcidine dans les
hépatocytes, entrainant une surexpression de 'hormone. Pour aller plus loin, nous
avons évalué I'implication des macrophages dans la régulation de I'hepcidine, lors d’un

stress érythropoiétique. Les résultats sont présentés dans la section suivante.
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Figure 36 : La déplétion des macrophages par la DTX a induit une tres forte surexpression
du gene de I'hepcidine dans le foie des souris LysM P™®

(A-C) Mesure des paramétres sanguins (nombre de globules rouges, taux d’hémoglobine et
hématocrite) avec un analyseur d’hématologie. (D-H) Mesure par PCRq de I'expression des
génes Hampl, Id1, Smad7, Bmp6 et Tfrl dans le foie des souris LysMP™r,

Les moyennes des valeurs des paramétres hématologiques et de ACt de PCRq des souris
LysMP™R ont été comparées par test t de student. [* : p<0.05 - ** : p<0.005 - *** : p<0.0005 -
*rxx p<0.0001]
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lll. Reésultats : Effet de la déplétion des macrophages sur la
régulation de I’hepcidine hépatique en réponse a I’lanémie

induite par la phlébotomie

1. La combinaison des injections de DTX avec les phlébotomies n’altére pas la

suppression des macrophages ni 'anémie induite aux souris LysMPTR

Nous avons précédemment caractérisé I'effet de la déplétion des macrophages
par la toxine diphtérique sur I'expression de I'hepcidine. Nos résultats décrivent que
les macrophages semblent inhiber I'expression de I'hepcidine. Dans ce contexte, nous
nous sommes questionnés sur l'implication des macrophages dans la régulation
négative de I'hepcidine en réponse au stress érythroide induit par la phlébotomie. Pour
tester cette hypothése, nous avons appliqué notre protocole de phlébotomie aux souris

LysMIPTR 4gées de 10 a 12 semaines conjointement aux injections de toxine.

Dans un premier temps, nous avons mesuré les différents parametres
hématologiqgues. Comme attendu, le nombre de globules rouges ainsi que la
concentration en hémoglobine étaient diminués en réponse a la phlébotomie (Figure
37A, B). Notons que la suppression des macrophages par la DTX, en combinaison
avec la phlébotomie, n’a pas généré de différences pour chacun de ces parametres

par rapport au groupe contréle phlébotomie.

Dans un second temps, nous avons mesuré dans le foie, 'expression de divers
genes exprimés dans les macrophages afin d’évaluer I'efficacité de la suppression de
ces derniers lorsque deux phlébotomies étaient effectuées en parallele. Dans ce
contexte, les niveaux de transcrits des genes F4/80 et Timd4 étaient significativement
réduits dans le foie des souris ayant recu la DTX, validant ainsi I'efficacité du modéle
(Figure 37C, D). De plus, nous avons observé que la combinaison des phlébotomies
avec les injections de DTX n’a pas altéré les effets de la toxine puisque I'efficacité de
la déplétion était identique entre les groupes « Toxine » et « Phlébotomie + Toxine ».

En conclusion, les injections de DTX, associées aux phlébotomies, n'ont pas
d’effet cumulatif sur I'efficacité de la déplétion des macrophages ni sur 'anémie induite.
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Figure 37 : La déplétion des macrophages n’a pas d’incidence sur les parameétres
hématologiques aprés phlébotomie

(A-B) Mesure des paramétres sanguins (nombre de globules rouges et taux d’hémoglobine)
avec un analyseur d’hématologie. (C-D) Analyse par PCRq de I'expression des ARNm des
genes F4/80 et Timd4 dans le foie.
Les moyennes des valeurs des paramétres hématologiques et de ACt de PCRq des souris
LysMP™Ront été comparées par un test ANOVA one-way suivi d’'un test de comparaison
multiple de Sidak. [**** : p<0.0001]
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2. La suppression de I'hepcidine par les hépatocytes en réponse a la

phlébotomie est totalement abolie en 'absence de macrophages

Afin d’explorer I'implication des macrophages dans la régulation de I'hepcidine
en réponse au stress érythroide, nous avons conjointement réalisé les expériences
d’injections de DTX et de phlébotomies, puis mesuré I'expression d’Hampl dans le
foie de souris agées de 10 a 12 semaines. Comme observée précédemment,
I'expression de I'hepcidine était augmentée aprés déplétion des macrophages par la
DTX et diminuée en réponse a la phlébotomie (Figure 38A). De facon tout a fait
intéressante, la combinaison des deux traitements a induit une surexpression de
I'hepcidine équivalente a celle observée dans le groupe toxine seule. En effet, les
souris ont été incapables d’inhiber I'’hepcidine dans un contexte ou les macrophages
étaient absents. Ces données confirment notre hypothése selon laquelle les
macrophages sont impliqués dans la régulation de 'hormone hépatique, en condition

de stress érythroide.

Nous avons observé les mémes variations en étudiant I'expression des génes
reflétant I'activité de la voie BMP-SMAD : id1 et smad7 (Figure 38B et C). En effet, la
combinaison des deux traitements a induit une augmentation de ces derniers par

rapport au groupe de souris LysMPTR non traitées.

Collectivement, ces données démontrent que les macrophages assurent une
fonction majeure dans la régulation négative de I'hepcidine lors d’un stress de

I'érythropoiése (induit par les phiébotomies).
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Figure 38 : La déplétion des
macrophages par la DTX abolit
totalement la suppression de I'hepcidine
en réponse a la phlébotomie

(A-C) Analyse par PCRq de I'expression
de 'ARNm des genes Hampl, Idl et
Smad7 dans le foie.

Les moyennes des valeurs de ACt de
PCRgq des souris LysMP™ont été
comparées par un test ANOVA one-way
suivi d’'un test de comparaison multiple de
Sidak. [* : p<0.05 - ** : p<0.005 - *** :
p<0.0005 - **** : p<0.0001]



V. Reésultats : Etude d’un biais inflammatoire associé a la

déplétion des macrophages dans le modeéle LysMP™R

1. La déplétion des macrophages hépatiques par la DTX induit le recrutement

de monocytes pouvant produire des signaux inflammatoires dans le tissu

hépatique

Nous avons vu précédemment que les souris LysMPTR surexpriment I'hepcidine
en réponse a la déplétion des macrophages. A la lumiére de ces résultats, il est
possible que les macrophages puissent induire des signaux inhibiteurs de I'expression
de I'hnepcidine dans le foie et que ces signaux aient été abolis avec la mort de ces
cellules, entrainant ainsi cette surexpression. Cependant, il est connu que I'hepcidine
peut étre stimulée dans des conditions inflammatoires, par une voie dépendante de la
signalisation JAK-STAT. Il est également connu qu’'une augmentation de la mort
cellulaire dans un tissu est associée a la libération de débris moléculaires appelés
DAMP (Damage-Associated Molecular Patterns). Ces molécules agissent alors

comme des signaux d’alarme qui peuvent entrainer une réponse immunitaire innée.

Dans ce contexte, afin de valider totalement nos conclusions sur l'inhibition de
I'hepcidine hépatique par les macrophages, nous avons dd évaluer si les injections de
DTX peuvent induire une inflammation locale dans le tissu. Pour cela, nous avons
étudié divers parametres en se basant sur des analyses moléculaires et protéiques

par des approches de PCR quantitative, western blot et cytométrie en flux.

Tout d’abord, nous avons observé une augmentation significative du
pourcentage de monocytes classiques (identifiés comme CD45+ ; Lin-; Cdllb+;
Ly6C++) dans le foie des souris LysM IPTR 12h aprés les injections de la toxine (Figure
39A). Cette infiltration était associée a la production de la molécule chimio-attractante
CCL2 puisque nous avons également observé une augmentation significative de
'expression du géne codant pour la chimiokine dans le foie (Figure 39B). Ces
données témoignent que la suppression des macrophages hépatiques par la DTX a

activé un mécanisme induisant la production de la chimiokine CCL2 pour recruter des

186



monocytes dans le foie, ce qui pourrait également expliquer 'augmentation des
niveaux de transcrits Ly6C et CD11b (Figure 39C et D).

D’autre part, pour évaluer une possible inflammation associée a l'infiltration de
monocytes, nous avons quantifié I'expression de plusieurs cytokines pro-
inflammatoires dans le tissu hépatique des souris. Nous avons alors observé une
augmentation des niveaux de Tnfa et une diminution de I'll1b. L’expression de I'll6 était

inchangée (Figure 39E, F et G).

En conclusion, I'ensemble de ces résultats démontre que la déplétion des
macrophages par la DTX a induit la production de signaux entrainant le recrutement
de monocytes classiques dans le foie des souris associée a la production de TNFa.
Dans la partie suivante nous avons évalué plus précisément les conséquences de

cette légere inflammation sur I'expression de 'hepcidine.
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Figure 39 : La suppression des KC par la DTX induit
le recrutement de monocytes dans le foie et une
légére inflammation locale dans le tissu

(A) Quantification par cytométrie en flux du
pourcentage de monocytes classiques Ly6C++ dans
le foie. (B-G) Analyse par PCRq de I'expression des
genes Ccl2, Ly6C, CD11b, Tnfa, 113 et |16 dans le foie
des souris LysMP™® | Les moyennes des valeurs des
pourcentages de monocytes et de ACt de PCRq des
groupes de souris LysM®™R ont été comparées par test
t de student. [* : p<0.05 - ** ; p<0.005 - *** : p<0.0005
- *+k% - n<0.0001]
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2. L’inflammation associée a la déplétion des macrophages ne peut expliguer

une augmentation aussi importante de I'expression de I’hepcidine hépatique

Pour évaluer I'effet de la DTX sur la stimulation de I'expression de 'hepcidine
par l'inflammation, nous avons mesuré les niveaux de phosphorylation de la protéine
STATS3. Cette derniére est un facteur de transcription de la voie de signalisation
JAK/STAT qui induit la transcription de I'hepcidine en réponse a un stimulus
inflammatoire. Afin d’obtenir un contréle positif d'inflammation et ainsi établir un point
de comparaison, nous avons réalisé des injections de LPS a des souris WT a différents
temps avant sacrifice. Nous avons utilisé cette approche car il est connu que le LPS

stimule I'expression de I'’hepcidine par STAT3.

Ainsi, le foie des souris a été prélevé apres injection de DTX et les protéines ont
été extraites. Nous avons alors quantifié les niveaux de P-STAT3. Dans ce contexte,
nous avons observé que les niveaux de P-STAT3 des souris LysM DTR étaient
augmentés aprés injection de DTX (Figure 40A). Cependant, ces niveaux étaient
toutefois bien moins importants en comparaison de ceux observés apres injection de

LPS, 2h ou 15h avant sacrifice.

Il est intéressant de préciser que c’est a 4 heures que le pic d’induction de
I'expression de I'hepcidine par le LPS est observé?®. A ce temps précis, la
phosphorylation de STAT3 dans le foie des souris LPS est beaucoup plus forte que
dans les conditions d’injections de DTX (données non présentées). Toujours a ce point
précis (LPS 4h), l'expression de I'hepcidine n'a jamais été aussi élevée en
comparaison avec I'expression observée en réponse a la DTX. Cela suggére une fois
de plus, que 'augmentation de I'’hepcidine observée apres administration de DTX, ne

peut pas étre expliquée par I'inflammation.

Toutefois, nous avons voulu évaluer plus précisément I'impact de la DTX sur
I'activation de la voie JAK-STAT et I'expression de I'’hepcidine. Nous avons remarqué
gue les niveaux de P-STAT3 semblait équivalent a ceux observés dans le foie des

souris injectées avec du LPS 24h avant prélevement. De ce fait, nous avons décidé
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de mener différentes expériences en gardant la condition « LPS 24h » comme élément

de comparaison pour la suite de nos analyses.

Nous avons ensuite mesuré I'expression du géne cible de la voie pro-
inflammatoire JAK/STAT : Socs3, celui-ci était augmenté dans des proportions
similaires dans les conditions toxine ou LPS 24h par rapport au groupe contréle
(Figure 40B). En revanche, I'expression du géne Saa3 était bien plus induite apres
LPS par rapport a la DTX suggérant que les stimuli inflammatoires entre les deux

groupes n’étaient pas du méme niveau (Figure 40C).

Enfin, nous avons comparé les niveaux d’hepcidine entre les groupes « toxine »
et « LPS 24h ». Nous avons observé que l'expression d’hampl était nettement
supérieure dans le groupe de souris dont les macrophages ont été supprimés par
rapport au groupe de souris injectées au LPS (Figure 40D). Les mémes résultats ont

été obtenus en mesurant I'expression d’id1 (Figure 40E).

Collectivement, 'ensemble de ces données indique que la surexpression de
I'hepcidine en réponse a la DTX ne peut étre expliquée par un mécanisme
inflammatoire et qu’il pourrait exister un mécanisme inhibiteur provenant des

macrophages.

Dans la suite de nos travaux, nous avons cherché a comprendre comment ces
macrophages pourraient réguler I’hepcidine afin de mettre en évidence ce mécanisme
d’inhibition. Ainsi, nous avons posé I'’hypothése qu’un facteur inhibiteur pourrait étre
sécrété par les macrophages pour induire une baisse de I'hepcidine dans les

hépatocytes.
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Figure 40 : L’inflammation associée a la suppression des cellules de Kupffer ne peut
expliquer une augmentation aussi importante de I'expression de I'hepcidine hépatique

(A) Analyse par western blot de la phosphorylation de la protéine STAT3 dans le foie des
souris LysMP™ WT et Kl, aprés injections de DTX et dans le foie de souris WT aprés une
injection i.p de LPS (1ug/g) a différents temps avant prélévement des organes. (B) Analyse
par PCRq de I'expression des génes Socs3, Saa3, Hampl et Id1 dans le foie des souris
LysMP™® WT et K.

Les moyennes des valeurs de ACt de PCRq des souris de la cohorte LysM®™ont été
comparées par un test ANOVA one-way suivi d’'un test de comparaison multiple de Sidak. [**
: p<0.005 - **** : p<0.0001]
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V. Résultats préliminaires : Effet des macrophages sur la
régulation de [I'’hepcidine hépatocytaire: mise en

évidence in vitro de la sécrétion de signaux inhibiteurs

1. Stratégie in vitro pour étudier la sécrétion d’'une molécule inhibitrice par les

macrophages

Nous avons émis I'hypothése qu’un facteur pourrait étre sécrété par les
macrophages, exercant alors une action inhibitrice de maniere paracrine sur
I'hepcidine hépatocytaire. Pour tester cette hypothese, nous avons cherché a
développer un modéle in vitro basé sur des cultures de macrophages dérivés de la
moelle osseuse ou BMDM et d’hépatocytes primaires (HP). Ces cultures sont décrites
dans la section méthodologie de ce manuscrit. Pour des raisons techniques, nous

avons d’abord décidé de réaliser des cultures cellulaires séparées.

Le principe de I'expérience repose sur la culture de BMDM afin de prélever leur
surnageant et ainsi utiliser ce milieu conditionné pour stimuler des hépatocytes
primaires. Plus précisément, des BMDM ont été cultivés pendant 6 jours puis nous
avons changé le milieu et cultivé ces macrophages 24h de plus dans un milieu
contenant alors 0,1% SVF. Nous avons choisi de travailler dans un milieu pauvre en
SVF car ce dernier, qui est ensuite utilisé pour stimuler des hépatocytes, contient des
molécules pouvant agir sur I'expression de I'hepcidine et donc créer un biais
expérimental. Au bout des 24h, nous avons prélevé le milieu conditionné de ces BMDM
afin de stimuler les hépatocytes pendant 12h, avec deux stratégies possibles (Figure
41A et B).

Ainsi, nous avons d’'une part, stimulé directement les hépatocytes avec le
surnageant des BMDM (Figure 41A) ou d’autre part stimulé les hépatocytes aprés
avoir préalablement concentré le surnageant et ajouté celui-ci a du milieu frais (Figure
41B). Le surnageant concentré a été ajouté dans du milieu comparable aux milieux
utilisés comme contréle contenant 0,1% ou 10% de SVF. De cette fagon, cela permet
de conserver l'ensemble des molécules potentiellement produites par les

macrophages tout en maintenant les mémes concentrations de molécules présentes
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dans le SVF qui auraient pu étre consommeées par les BMDM et faire artificiellement

varier I'expression de I'hepcidine dans les hépatocytes.

Notons également que dans les deux approches expérimentales, nous avons
ajouté une dose de protéine BMP2 dans le milieu de culture afin d’explorer un

mécanisme dépendant d’'une inhibition de la voie BMP-SMAD.

BMDM
0,1% SVE : - _,1",:-_,‘ | J6: R.e_nouvellement
\ w71 du milieu des BMDM
24h

Collecte du
surnageant des
BMDM (0,1% SVF) T

A B

Stimulation apreés

Stimulation directe par
concentration du

le surnageant des

BMDM (0,1% SVF) surnageant dans
du milieu neuf (0,1
o, o,
Ajout de BMP2 \ % ou 10 % SVF)
i‘ (10ng/mL) f\
‘ N Traitement des ; / : )
& ) -
\ Hepatocytes

ra .
\J Primaires (15h) \J/,

Figure 41 : Modele in vitro permettant d’étudier la production d’un inhibiteur de 'hepcidine
des hépatocytes par les macrophages (BMDM)

Le milieu de culture des BMDM a été renouvelé a J6 de culture avec 0,1% de SVF pendant
24h puis collecté et (A) utilisé pour stimuler directement les HP avec ajout ou non de 10ng/mL
de BMP2 ou (B) concentré et re-suspendu dans du milieu DMEM neuf contenant 0,1% ou 10%
de SVF avant d’étre utilisé pour stimuler les HP avec ajout ou non de 10ng/mL de BMP2
recombinant. Dans les deux conditions les HP ont été stimulés pendant toute une nuit avec
les milieux conditionnés de BMDM.
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2. Les macrophages produisent une molécule qui inhibe lI'expression de

I'hepcidine

Tout d’abord, nous avons mesuré les niveaux d’expression des genes Hampl
et id1 en réponse aux stimulations par les différents milieux et surnageants de culture.
Comme attendu, la mise en culture des hépatocytes dans du milieu contréle, contenant
10% de SVF, a induit une augmentation significative de I'expression de I'hepcidine
(Figure 42A). Cette expression était encore plus élevée lorsque le milieu contenait
0,1% de SVF et 10ng/mL de BMP2 (Figure 42A). Nous avons fait les mémes

observations concernant les niveaux de transcrits du gene id1 (Figure 42B).

Ensuite, nous nous sommes intéressés a lI'expression de I'’hepcidine dans les
hépatocytes aprés stimulation de ces derniers par du surnageant de BMDM. Nous
avons d’abord étudié les niveaux d’hepcidine des hépatocytes stimulés par du
surnageant de macrophages qui contenait 0,1% de SVF. Nous avons alors observé
que dans les deux conditions de stimulation (directe ou aprés concentration dans du
milieu frais), I'expression d’hampl et d’id1 était identique au groupe stimulé par du

milieu contréle (Figure 42A et B).

Puis, nous avons étudié I'expression de I'hepcidine aprés stimulation par du
surnageant de BMDM concentré dans du milieu riche en SVF (10%). De facon tout a
fait intéressante, nous avons alors observé que linduction de I'expression de
I'hepcidine était réduite par rapport au groupe traité avec du milieu SVF 10% contréle
(Figure 42A). De plus, nous avons fait la méme observation en mesurant les transcrits
codant pour idl (Figure 42B). Ces données suggerent qu'une molécule a pu étre
sécretée par les macrophages et inhibe I'expression de [I'hepcidine dans les

hépatocytes en agissant sur la voie des BMP.

Enfin, pour confirmer I'effet inhibiteur du milieu des BMDM par une voie
dépendante des BMP, nous avons étudié lI'expression de I'hepcidine dans les
hépatocytes primaires aprés traitement par du surnageant de BMDM appauvri en SVF
mais supplémenté en BMP2. Dans ce contexte, nous avons alors observé que
'induction de I'expression d’Hampl dans les HP était significativement réduite par

rapport au groupe contrble (Figure 42A). Notons que cette diminution de la réponse
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des HP a été observée dans les deux conditions de stimulation. De plus, nous avons
fait les mémes observations pour le gene d’id71 (Figure 42B). Ces données confirment
que le facteur inhibiteur agit sur 'axe BMP2 / BMPR-SMAD.

En conclusion, nos données démontrent que les macrophages pourraient
inhiber I'expression de I'hepcidine en sécrétant une molécule qui agit sur la voie de
signalisation BMP-SMAD des hépatocytes. Notons que ces résultats restent

préliminaires et demandent & étre confirmés en réplicant les expérimentations.
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Figure 42 : La stimulation des hépatocytes par du surnageant de culture de BMDM inhibe

I'expression

de I'hepcidine par une voie qui semble dépendante de la signalisation BMP-
SMAD

(A-B) Analyse par PCRq de I'expression des genes Hampl et Id1 dans les HP apres traitement
de ces derniers par du milieu conditionné issu de la culture de BMDM et ajout d’'une dose de

BMP2.
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VI. Conclusion

Les travaux présentés dans cette section portaient sur I'étude du role des
macrophages dans la régulation de I'hepcidine. Nos résultats, obtenus a partir de la
cohorte de souris PAR:2 flox /LysM Cre, avaient soulevé la question de I'implication des

macrophages sur le contrdle de I'hepcidine systémique.

Ainsi, nous avions alors émis I'hypothése que ces cellules phagocytaires
pourraient étre directement impliquées dans la régulation de I'hepcidine dans le foie.
Pour tester cette hypothése, nous avons développé un modéle permettant de
supprimer spécifiquement les macrophages de facon inductible, sans affecter les

autres cellules : le modeéle de souris LysMPTR

Nos résultats ont alors démontré que la suppression des macrophages a induit
une surexpression trés forte de I'hepcidine. Nous avons ensuite évalué que cette
augmentation n’était pas liée a une activation de la voie pro-inflammatoire de
I'hepcidine, confirmant alors le rble majeur des macrophages dans la régulation de

I'hepcidine.

Pour aller plus loin, nous avons alors voulu tester I'implication des macrophages
sur la régulation de I'hepcidine lors d’un stress érythroide. Dans ce contexte, nous
avons montré le réle fondamental de ces cellules dans la régulation négative de
'hormone hépatique car une absence totale d’inhibition a été observée en réponse

aux phlébotomies.

Enfin, nous avons cherché a caractériser ce mécanisme d’inhibition. Pour cela,
nous avons cherché a évaluer si un facteur pouvait étre produit par les macrophages
et agir de facon paracrine sur les hépatocytes. Nos résultats préliminaires in vitro
montrent que les macrophages semblent sécréter une molécule qui inhibe I’hepcidine

hépatocytaire en agissant sur la voie de signalisation BMP-SMAD.

En conclusion, 'ensemble de nos données démontre I'implication majeure des
macrophages dans la régulation de I'hepcidine systémique via un mécanisme

sécrétoire
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Partie 4 (Projet secondaire) : Exploration du role de la
Matriptase-2 hépatocytaire dans la régulation de

I’hepcidine

l. Introduction, hypothese et axes de recherches

En parallele de mon projet principal portant sur la caractérisation du réle de
PAR2 et des macrophages dans la régulation de I'hepcidine, un projet secondaire a
été conduit pour explorer le rble précis de la matriptase-2 hépatocytaire dans la
régulation de I'hepcidine systémique. La matriptase-2 est une sérine protéase
exprimée principalement dans le foie. Son action inhibitrice sur I'hepcidine via
I'inhibition de la voie BMP-SMAD a déja été décrite dans la littérature et des mutations
de cette derniére provoquent une anémie ferriprive appelée IRIDA (Iron-Refractory
Iron Deficiency Anemia) chez 'Homme. Aujourd’hui, le mécanisme précis par lequel
la MT2 inhibe I'hepcidine est encore mal compris et bien que plusieurs hypothéses
aient été testées, aucune réponse précise sur son mode de fonctionnement n’a pu
clairement étre apportée. Certaines données suggérent méme que son mode d’action
est indépendant de son activité catalytique?®°. Par ailleurs, la matriptase-2 n’est pas
exclusivement exprimée dans les hépatocytes et des traces peuvent étre retrouvées
dans d’autres tissus notamment dans le rein ou le cerveau. A ce jour, il n’a donc
toujours pas été montré clairement que la régulation négative de I'hepcidine

systémique par la MT2 soit contrdlée principalement par sa localisation hépatocytaire.

Dans cette derniere partie, nous posons I'’hypothése que l'inhibition de la voie
BMP-SMAD par la MT2 s’effectue depuis son expression dans les hépatocytes. Pour
tester cette hypothése, nous avons développé un modeéle in vivo ou la MT2 est
spécifiqguement supprimée des cellules parenchymateuses du foie (les souris Tmprss6
Alb) 'Nous avons alors comparé les résultats obtenus sur les souris Tmprss6A avec
ceux issus des Tmprss67- pour déterminer si une délétion spécifique de la MT2 dans

les hépatocytes suffit a récapituler entierement celui du KO ubiquitaire.
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Le premier axe de résultats porte sur la caractérisation de I'impact d’'une telle
délétion sur le phénotype des souris Tmprss6AP. L’étude de divers parameétres
associés au métabolisme du fer a permis de conclure que la délétion de Tmprss6 dans
les hépatocytes engendre une anémie ferriprive a un degré identique aux souris

Tmprss6 .

Dans un second temps, nous avons analysé la régulation de I'hepcidine en
réponse a une dose d’EPO. En effet, Il est connu que I'hepcidine est inhibée par les
facteurs érythroides tels que I'érythroferrone, en réponse a 'EPO produite par les
reins. Il est aussi connu que la déficience en MT2 abolit I'inhibition de I'hepcidine en
réponse a une injection d’EPO suggérant que I'hyper activation de la voie BMP-SMAD
rend inefficace le réle d’ERFE. Nous avons donc comparé les niveaux d’hepcidine et

la production d’Erfe des souris Tmprss6AP avec ceux des Tmprss6 .

En résumé, nous montrons dans cette partie que la matriptase-2 régule le

métabolisme du fer via I'inhibition de I’hepcidine, depuis sa localisation hépatocytaire.
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1. Résultats : Effet d’'une délétion spécifique du géne

Tmprss6 dans les hépatocytes

1. La délétion spécifigue de Tmprss6 dans les hépatocytes induit une

surexpression de I’hepcidine a des niveaux identiques aux souris KO total

Les souris Tmprss6foXflox gnt été croisées avec des souris exprimant 'enzyme
CRE-Recombinase sous le contréle du promoteur de I'albumine (Alb), qui permet la
délétion du géne spécifiguement dans les hépatocytes. Ce croisement a donc permis
de générer les souris Tmprss6AP (Figure 43A). Ces derniéres, agées de 9 a 12
semaines, ont été étudiées et comparées aux littermates Tmprss6** du méme age.
Dans un premier temps, nous avons évalué I'efficacité de la délétion en mesurant les
niveaux de transcrits du génes Tmprss6 dans le foie. Nous avons alors observé une
diminution significative des niveaux d’expression du géne dans les souris Tmprss6Ab
par rapport a leurs homologues WT (Figure 43B). La baisse des niveaux de transcrits
du géne de la MT2 était corrélée avec le phénotype d’alopécie chez les souris
Tmprss6AP suggérant qu’une déplétion hépatocytaire de la MT2 est suffisante pour
induire le méme phénotype macroscopique observé dans la cohorte Tmprss6 -
(Figure 43C). Il est connu que I'alopécie peut-étre la conséquence d’une anémie, en
raison du manque d’oxygéne nécessaire a la croissance du follicule pileux. Ainsi nous

avons donc cherché a caractériser celle-ci dans la partie suivante.

Les niveaux d’hepcidine hépatique ont ensuite été mesurés dans le foie des
souris. La délétion de la MT2 dans les hépatocytes a induit une surexpression de
I'hepcidine a des niveaux identiques aux souris Tmprss6 - (Figure 43D). Nous avons

fait la méme observation en quantifiant les transcrits du gene Id1 (Figure 43E).

Collectivement, ces données indiquent qu'une délétion spécifique de la MT2
dans les hépatocytes induit le méme phénotype de surproduction de I'hepcidine, et

une activité anormalement plus élevée de la voie BMP-SMAD dans le foie des souris.
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Figure 43 : Les souris Tmprss6*® surexpriment I'hepcidine a des niveaux identiques au KO
total

(A) Construction génique des souris Tmprss6”®. Les souris AIb®" qui expriment la Cre-
Recombinase sous le contréle du promoteur du géne de I'albumine ont été croisées avec les
souris Tmprss6"™* qui expriment des séquences LoxP bornant I'exon 3 du géne Tmprss6.
Le croisement des souris conduit a la délétion de I'exon 3 et a I'inactivation de Tmprss6 dans
les hépatocytes. (B) Validation par PCRq de la délétion de Tmprss6 dans le foie des souris
Tmprss6”®. (C) Cliché d’une souris Tmprss6”® souffrant d’alopécie. (D-E) Analyse par PCRq
de I'expression des génes Hamp1 et Id1 dans le foie des souris Tmprss6”® et Tmprss6™.
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Les moyennes des valeurs de ACt de PCRq des souris de la cohorte Tmprss6*®ont été
comparées par un test t de student et celles des valeurs de ACt de PCRq des souris Tmprss6”®
et Tmprss6™ parun test ANOVA one-way suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak.
[**** : p<0.0001]

2. La délétion spécifigue de Tmprss6 dans les hépatocytes récapitule en

totalité le phénotype d’anémie ferriprive, décrit chez les KO total

Nous avons vu précédemment que les niveaux des transcrits d’hepcidine
étaient anormalement élevés dans le foie des souris Tmprss64b. Nous n’avons
cependant pas mesuré les niveaux sériques de ’hormone dans les différents groupes
de souris. Il était donc important d’effectuer des analyses supplémentaires pour
caractériser les conséquences de cette surexpression vis-a-vis des deux modeles.
Dans les deux cas, ces souris souffraient d’alopécie, ce qui comme expliqué
précédemment, est un témoin de I'anémie. Ainsi, pour mesurer cette anémie et
caratériser son origine, nous avons mesuré les niveaux de fer dans I'organisme de ces

souris, nous avons également quantifié divers paramétres hématologiques.

Tout d’abord, nous avons dosé la concentration en fer dans le sérum des souris,
celle-ci était réduite a des niveaux extrémement bas dans les deux groupes de souris
(Figure 44A). Le contenu en fer hépatique a également été quantifié, nous avons
observé une diminution trés forte des niveaux de fer dans le foie des souris KO pour
la MT2 (Figure 44B). Il est important de préciser que la diminution observée était
identique entre les deux groupes de souris. Ces résultats sont en accord avec nos
observations sur les niveaux d’expression d’hepcidine observés dans la partie

précédente.

Conjointement aux dosages de concentration en fer, nous avons mesuré les
parameétres hématologiques et avons observé une diminution significative de la
concentration en hémoglobine, du volume moyen des globules rouges ainsi que de
I'hématocrite, de fagon équivalente dans les deux modéles de délétion de la MT2

(Figure 44C, D et E). Le nombre de globules rouges était inchangé (Figure 44F).

Collectivement, ces données suggérent que la diminution de la biodisponibilité

du fer liée a la surexpression de I'hepcidine a réduit la production d’hémoglobine
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induisant en conséquence I'anémie et la diminution de la taille des globules rouges.

Pris ensemble, nos résultats démontrent que la délétion de la MT2 dans les hépatoytes

induit une anémie ferriprive mycrocytaire a un dégré identique aux souris Tmprss6 -
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Figure 44 : La délétion de la MT2 dans les hépatocytes récapitule entierement 'anémie
ferriprive microcytaire du KO ubiquitaire

(A-B) Mesure du contenu en fer sérique et hépatique des souris Tmprss6”*® et Tmprss6™. (C-
F) Mesure des paramétres sanguins (taux d’hémoglobine, volume globulaire moyen,
hématocrite et nombre de globules rouges) avec un analyseur d’hématologie.

Les moyennes des valeurs du dosage du fer et des parametres hématologiques ont été
comparées par un test ANOVA one-way suivi d'un test de comparaisons multiples de Sidak.

[¥+* : p<0.0001]
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3. La déficience en MT2 hépatocytaire des souris Tmprss6 AP abolit la

suppression de I'’hepcidine médiée par 'EPO

Nous avons montré dans les parties précédentes que la surexpression de
I'hepcidine dans le foie des souris Tmprss6 - et Tmprss6AP entraine une anémie
mycrocytaire ferriprive. Des données de la littératures décrivent qu’'un KO ubiquitaire
de la MT2 abolit totalement la suppression de I’hepcidine en réponse a 'EPO. De plus,
les niveaux d’EPO sont augmentés chez les souris Tmprss6 /- ,suggérant que le
mécanisme de détection de I'anémie reste efficace lorsque la MT2 est supprimée?®.
Ainsi, nous avons réalisé les mémes expériences de traitement a 'lEPO dans notre
modéle de délétion spécifique pour mesurer si I'absence de Tmprss6 dans le
parenchyme hépatique est suffisante pour abolir la suppression de I'’hepcidine par 'axe
EPO/ERFE. Pour cela, 200U d’EPO recombinante ont été injectées aux souris KO

tissu-spécifique et KO total puis le foie des souris a été prélevé 15h apres injection.

Dans un premier temps, nous avons mesuré les niveaux de transcrits du géne
de I'hnepcidine. Comme attendu, une surexpression a été observée chez les KO par
rapport a leurs homologues WT (Figure 45A). Nous avons ensuite mesuré I'’hepcidine
apres injection d’EPO et avons observé qu’en accord avec ce qui est connu, les souris
Tmprss6 *'* présentent une forte diminution de I'expression de I'hepcidine en réponse
a l'injection de I'hormone rénale. En revanche, de fagon identique aux souris Tmprss6
-, les individus Tmprss6 AP présentaient une absence totale de réponse a 'EPO
puisqu’aucune diminution n’as été observée entre les groupes KO traités par rapport

aux KO non traités.

Ensuite, nous avons également mesuré les niveaux d’expression du gene cible
de la voie BMP-SMAD : id1. Comme attendu, I'expression du gene était augmentée
dans les deux modeles de souris KO par rapport aux groupes « controles » suggérant
une sur-activation de la voie BMP-SMAD lorsque la MT2 est absente. A l'inverse, nous
avons observé une diminution de ce marqueur dans les souris WT aprés traitement a
'EPO, ce qui était également attendu (Figure 45B). Curieusement, une légere
diminution a été observée dans le foie des souris Tmprss6 AP aprés traitement par
rapport au groupe non traité. Cette diminution n’était pas présente dans le lot Tmprss6

- aprés traitement (Figure 45B).
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Enfin, 'expression du géne de I'érythroferrone a également été mesurée dans
la moelle osseuse des différentes souris. Nous avons observé une augmentation
significative d’Erfe dans les deux groupes de souris KO, suggérant que les individus
sont bien capables de détecter I'anémie en I'absence de la MT2 (Figure 45C). De plus,
une augmentation encore plus forte a été observée apres traitement, a des niveaux
équivalents entre les différents groupes WT et KO. Ces données indiquent que la
réponse a 'EPO pour produire ERFE est maintenue dans des conditions d’anémie

chronique liée au KO de Tmprss6.

En résumé, de facon similaire aux modéle Tmprss6 -, les souris Tmprss6 Alb
sont capables de détecter I'anémie engendrée par le KO de la MT2 dans les
hépatocytes. Cependant, I'hyper activité de la voie BMP-SMAD, responsable d’une

surexpression de I’hepcidine abroge la suppression de 'hormone en réponse a I'EPO.
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Figure 45 : Les souris Tmprss6-"®
expriment Erfe en réponse a 'anémie mais
ne répondent pas a 'EPO

(A-B) Analyse par PCRq de I'expression
des genes Hampl et Id1 dans le foie des
souris Tmprss6*® et Tmprss6™”. (C) Analyse
par PCRq de I'expression d’erfe dans la MO
des souris Tmprss6*® et Tmprss6™.

Les moyennes des valeurs de ACt de PCRq
ont été comparées par un test ANOVA one-
way suivi d'un test de comparaisons
multiples de Sidak. [* : p<0.05 - *** :
p<0.0005 - **** : p<0.0001]



1.  Conclusion

Pour résumer, cette étude avait pour objectif d’étudier le réle de la matriptase-
2 hépatocytaire dans la régulation négative de I'hepcidine. Dans ce contexte, nous
avons généré un modele de souris dans lequel la protéase est exclusivement
supprimée des hépatocytes : les souris Tmprss6 AP, Nous avons alors émis
I'hypothése qu’une délétion de la matriptase-2 dans le parenchyme hépatique suffit &

récapituler le phénotype d’'IRIDA chez la souris.

Nos résultats ont démontré que les souris Tmprss6 AP présentent une anémie
ferriprive microcytaire assez sévere et a un degreé identique aux souris dont la MT2 est
supprimée de fagon ubiquitaire dans tout I'organisme (Tmprss6 7). Cette anémie est
la conséquence d’une levée de linhibition de la MT2 hépatocytaire sur la voie BMP-
SMAD entrainant en conséquence une surexpression de I'hepcidine. Nous avons
également montré que I'axe EPO/ERFE restait fonctionnel suggérant qu’une délétion
de la MT2 dans les hépatocytes n’avait pas d’'impact sur la détection de 'anémie. En
revanche cette délétion a suffi a abolir totalement la suppression de I'’hepcidine en

réponse a 'EPO (et ERFE en conséquence).

En conclusion, la régulation négative de I'hepcidine dans des conditions
physiologiques et de stress érythroide, par la matriptase-2, est contrdlée en totalité par

la localisation hépatocytaire de cette derniere.
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DISCUSSION GENERALE

Au cceur du maintien de ’'homéostasie du fer, I'hepcidine est majoritairement
produite par les hépatocytes, sous I'influence de divers signaux, induits dans différents
contextes physiopathologiques. Ces deux dernieres décennies de recherche ont fourni
de nombreux éléments permettant d’améliorer la compréhension des mécanismes de
régulation de 'hormone hépatique. Il a ainsi été montré que les réserves de fer sérique
et hépatique, l'activité érythropoiétique ou encore I'inflammation, exercent des actions
sur 'expression de I'hepcidine pour in fine réguler les niveaux de fer dans I'organisme.
Dans cette thése nous identifions et décrivons de nouveaux acteurs protéiques et

cellulaires impliqués dans le contrdle de I'expression de I'’hepcidine.

Le premier axe de cette thése aura été d’évaluer le réle du récepteur PAR2dans
la régulation de I'hepcidine. Nous décrivons de fagon inédite chez I'adulte, que le
récepteur PAR: participe a la régulation négative de I'hepcidine en réponse a 'anémie
induite par la phlébotomie, depuis son expression dans les macrophages. De ce fait,
nous avons exploré le réle de ces macrophages dans l'inhibition de I'hepcidine et
démontré I'implication majeure de ces cellules, tant en condition physiologique que

dans des conditions de stress érythroide.

Par ailleurs, nous avons également caractérisé la matriptase-2, qui inhibe
'hepcidine systémique et montré que cette régulation se fait par sa localisation
hépatocytaire. En utilisant des souris Tmprss6AP, nous avons récapitulé en totalité le
phénotype des souris Tmprss6”- suggérant que le mode d’action de la protéase est

entierement hépatocytaire.

Cette derniére partie du manuscrit est centrée sur la discussion du rble des
protéines PAR:2 et MT2, ainsi que sur la fonction des macrophages dans le contréle de
I'expression de I'hepcidine. En reprenant les résultats obtenus durant les trois années
de ce projet et les données de la littérature, nous discutons et proposons différentes
hypothéses et modeles expérimentaux qui permettent d’élargir la compréhension des

mécanismes sous-jacents a la régulation de I'hepcidine
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l. Evaluation du role de PAR2 dans la régulation de

I’hepcidine

1. Quel est l'effet de PAR2 dans la réqulation négative de I'hepcidine ?

Le récepteur PAR2 régule diverses fonctions dans I'organisme, notamment
dans les systémes digestif, respiratoire et circulatoire'®’. Dans la présente étude, nous
fournissons des éléments démontrant que le récepteur PAR2 est impliqué dans la
régulation négative de I'hepcidine en réponse a l'anémie aigué, induite par des
phlébotomies. La délétion de PAR2, d’abord de fagon ubiquitaire, a entrainé un blocage
partiel du mécanisme de suppression de I'hepcidine face a 'anémie, par rapport aux
souris WT. Ce phénotype a été observé apres deux phlébotomies successives,
séparées de 24 heures, c’est-a-dire 48 heures aprés induction de 'anémie, suggérant

gue PAR:2 régule I'hepcidine a des stades plus tardifs de la réponse a 'anémie.

Aujourd’hui, il est bien établi que certains facteurs régulent négativement
I'hepcidine dans les phases aigués de 'anémie, comme I'érythroferrone, une hormone
sécrétée par les progéniteurs érythroides de la moelle osseuse et de la rate, dont
'expression atteint son pic dans la moelle osseuse, environ 9 heures aprés
phlébotomie, puis décroit a partir de 24h''4, Plus récemment, le fibrinogene-like 1 a
également été identifié comme régulateur négatif de I'hepcidine face a 'anémie, mais
contrairement a I'érythroferrone, il est induit par des facteurs indépendants de
I'TEPO'?5, Nous avons étudié la transcription de ces deux protéines 24 heures aprées la
deuxiéme phlébotomie. A ce point précis, ou la différence entre F2rl1-- et F2rl1** a été
observée, I'expression d’ERFE dans la moelle osseuse était toujours induite ainsi que
celle de FGL1 dans le foie, mais a des niveaux plus faibles. Cependant, 'absence de
différence entre les individus PAR2 KO versus WT, concernant les niveaux
d’expression de ces facteurs, indique que le phénotype observé dans le foie des souris

PAR:2 KO est indépendant d’un effet de PAR:2 sur la production de ces derniers.

Toutefois, il pourrait étre intéressant de quantifier les niveaux sériques de ces
deux protéines afin d’évaluer précisément leurs effets au moment ou nous avons

étudié I'hepcidine dans le foie des individus PAR2 KO. Les résultats de ces
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expériences permettraient de clarifier plus précisément la fonction de PAR2, car
I'inhibition de I'hepcidine en réponse aux phlébotomies n’a été que partiellement
bloguée par la suppression du géne F2rl1. Deux hypothéses pourraient alors expliquer
ce phénomene. D’'une part, il est possible que des niveaux résiduels d’ERFE et de
FGL1 soient encore présents dans le systeme circulant, permettant de maintenir
partiellement I'inhibition de I'hepcidine dans le foie des souris PAR2 KO. D’autre part,
il est envisageable que la fonction de PAR2 dans l'inhibition de I'hepcidine soit
secondaire ou bien qu’une compensation puisse étre opérée par un PAR de la méme
famille. Le développement de souris transgéniques double KO ERFE/PAR2 ou
FGL1/PAR2 pourrait s’avérer intéressant pour caractériser plus précisément I'effet de

PAR:2 vis-a-vis des autres inhibiteurs déja décrits.

Ensuite, il est aujourd’hui bien établi que I'hepcidine est stimulée dans des
conditions inflammatoires, afin d’activer un mécanisme de séquestration du fer,
protecteur face a un pathogene?6!. De plus, il est également connu que le récepteur
PAR2 peut favoriser des réactions pro- ou anti-inflammatoires selon le contexte
physiopathologique'®:262263  Ainsi, nous avons mesuré I'expression du géne Socs3,
cible de la cytokine pro-inflammatoire IL-6, dans notre modéle de phlébotomie, sans
observer de variations significatives. Cela suggére que la différence d’expression de
I'hepcidine entre les souris F2rl17- et les souris F2rl1** était indépendante d’une

I'inflammation (données non présentées).

De la méme fagon que I'hepcidine est induite par linflammation, elle est
également stimulée par le statut en fer*4. De ce fait, nous ne pouvons ignorer que la
différence observée entre les souris WT et F2rl17- puisse étre liée a des niveaux de fer
différents entre les deux groupes. Des mesures des taux sériques et hépatiques de fer
ont été réalisées pour répondre a cette question et étaient identiques entre les deux
groupes. De plus, en accord avec ces données, nous avons également observé que
les niveaux d’expression de BMP6, étaient inchangés entre les groupes de souris WT
et KO, indiquant que la différence d’hepcidine observée dans les deux groupes, était

indépendant de la concentration en fer chez ces souris (données non présentees).

La genése de ce projet provient d’une réflexion autour du phénotype des

embryons F2rl1 /-, qui présentent une surexpression de I'hepcidine et une létalité

210



accrue a la fin du stade embryonnaire. Le méme phénotype est observé dans un
modéle de souris dont le gene de PAR2 a été supprimé spécifiguement dans les
macrophages (F2rl1-ysM)191 Ces derniéres ont également des défauts d’érythropoiese
et une pénétrance plus élevée de la létalité embryonnaire. De facon tout a fait
intéressante, les embryons F2rl1tsM manifestent un phénotype évoquant celui des
souris transgénigues Tmprss6 7 et du modéle Knock-in Hampl, dans lesquels la
surexpression de lhepcidine entrainent une anémie associée a une létalité
embryonnaire plus élevée6264, Ainsi, nous avons émis I'hnypothése que les défauts
d’érythropoiése observées dans le foie feetal des embryons F2rl1¥sM sont peut-étre la
conséquence indirecte d’une surexpression de I'’hepcidine provoquée par la délétion

de PAR:2 dans les macrophages.

Chez l'adulte, la délétion de PAR2 de fagon ubiquitaire ou spécifique aux
macrophages n’a pas induit d’altération de I'érythropoiése en condition physiologique.
De plus, aucune différence dans la différenciation des progéniteurs érythroides, en
réponse aux phlébotomies, n'a été observée chez les F2rl1YsM par rapport aux
individus WT, indiquant que les mécanismes impliqguant PAR:2 lors de I'érythropoiése
embryonnaire dans le foie foetal sont différents de ceux a I'dge adulte, lorsque

I'érythropoiése a lieu dans la moelle osseuse (et la rate).

En conclusion le récepteur PAR:2 participe a la régulation de I'hepcidine, en
réponse a I'anémie, par un mode d’action qui semble indépendant d’'un mécanisme lié

a 'inflammation, au fer ou a un effet direct sur la différenciation érythroide.

2. Quel est le mécanisme activateur de PAR2 lors de 'anémie induite par la

phlébotomie, permettant I'inhibition de I'’hepcidine ?

Les données développées préecédemment quant a l'implication de PAR2 dans la
régulation de I'hepcidine interrogent sur les mécanismes par lesquels la phlébotomie
entraine l'activation du récepteur, participant in fine a la régulation négative de

I'expression de I'hormone hépatique.
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Afin d’éclaircir les mécanismes autour de I'activation spécifique de PAR2, il était
d’abord important de déterminer la localisation du récepteur dans le foie pour ainsi
permettre d’établir des hypothéses fonctionnelles. Cependant, la difficulté & valider un
anticorps spécifique du récepteur a rendu complexe la caractérisation de son
expression. Nous avons testé différents lots d’anticorps mais ces derniers ont été
invalidés a cause de la détection d’un signal non spécifique sur des coupes de tissus
issues de souris F2rl17-. C’est notamment pour cette raison que la littérature regorge
de données démontrant I'expression hépatocytaire de PAR2, bien que cela ne semble
pas étre correct. En effet, en nous basant finalement sur des approches de biologie
moléculaire, nos résultats concernant la transcription de PAR2 dans le foie ont réveélé
que le récepteur n’est pas exprimé dans les hépatocytes, mais plutét dans les cellules

non parenchymateuses. Cette information a alors soulevé deux points trés importants.

Le premier point concerne I'exploration d’un lien mécanistique entre PAR: et la
matriptase-2. En effet, rappelons que PAR: est un récepteur cible de nombreuses
protéases, particulierement des protéases a sérine telles que la trypsine®®®, la
tryptase!?’, les protéases de la coagulation TF/Vlla et Xa!, ou encore la matriptase-
1255, Notre hypothése initiale sur le mécanisme reliant PAR: a I'inhibition de I'hepcidine
reposait sur le clivage protéolytique du récepteur par la matriptase-2 (qui est une
protéase a sérine connue pour inhiber I’hepcidine), lors d'un stress érythropoiétique.
Cette hypothése était appuyée par le fait que le géne Tmprss6 est régulé positivement
durant I'hypoxie'?4139 une condition engendrée dans notre modéle d’anémie inductible
par la phlébotomie. La MT2 représentait donc un candidat intéressant pour expliquer
le mécanisme fonctionnel derriére cette régulation. Cependant, nous avons dd réfuter
cette hypothese, car PAR2 n’est pas exprimé dans les hépatocytes, ce qui réduit
fortement les probabilités d’interactions avec la MT2. De plus, chez I'adulte dans des
conditions physiologiques, nos résultats révélent que la délétion de PAR2 n'a aucun
effet sur les niveaux d’hepcidine, contrairement a la délétion de la MT2, qui entraine
une anémie microcytaire ferriprive3°. Nous avons ainsi conclu que la MT2 ne peut pas
étre le lien manquant qui permet le clivage protéolytique de PAR2 en condition de

stress érythropoiétique.

Le deuxieme point important soulevé par l'absence de PAR:2 dans les
hépatocytes est qu’un autre type cellulaire est impliqué dans cette régulation PAR2-
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dépendante de I'hepcidine. Dans ce contexte, nous révélons par des expériences de
tri cellulaire du foie, que PAR:2 est exprimé dans les NPC. Parmi ces NPC sont
retrouvés environ 25 a 35% de macrophages?®®, dans lesquels I'expression de PAR2
est bien décrite dans la littérature, et dont la délétion spécifigue dans ces cellules,
entraine un défaut d’érythropoiése embryonnaire associée a une léthalité plus
élevée'®l. Chez l'adulte, étant donné le réle majeur de ces phagocytes dans
I'noméostasie martiale!4*!, nous avons exploré un mécanisme dépendant de PAR:2
dans les macrophages. Nous montrons alors les souris F2rl1LysM récapitulent le
phénotype observé dans les KO total en réponse a I'anémie, renforgant ainsi le lien

entre macrophages et hépatocytes dans la régulation de I'’hepcidine.

Dans le foie, les macrophages sont localisés dans les sinusoides hépatiques,
un emplacement clé, en contact direct avec le sang, leur permettant de sonder en
permanence leur environnement?®’. Si la délétion de PAR2 dans les macrophages n’a
pas d’effet en condition physiologique, celle-ci semble impacter la régulation de
I'hepcidine en réponse au stress des phlébotomies. Cela signifie que des modifications
de I'environnement des macrophages sont opérées lors de ces phlébotomies. Dans
ces conditions, plusieurs hypothéses peuvent étre émises pour expliquer un tel
mécanisme dans lequel PAR:z est activé dans les macrophages. La plus évidente
concerne les protéases, la nature biochimique de PAR: fait qu’il est activé/inactivé par
diverses enzymes protéolytiques. De ce fait, I'activation du récepteur en condition
d’anémie pourrait étre expliquée par une variation de la quantité ou de la diversité des
protéases, notamment de l'activité protéolytique dans le sang. Ceci est d’autant plus
plausible qu’il a été montré que des embryons homozygotes « PAR2 R38E »
(F2rl1mL1Ruf) - résistants au clivage protéolytigue par les protéases canoniques,
n’exhibent pas le phénotype embryonnaire observé dans les F2rl1Y¥sM, suggérant que
le mécanisme d’action est dépendant de la signalisation protéolytique de PAR2%2, II
est connu que PAR: est une cible pour certaines protéases de la coagulation en aval
de la thrombine, c'est-a-dire le complexe TF-FVIla et indirectement par le FXa. Pour
résumer, le FVlla se lie au TF, le complexe TF/FVlla convertit le zymogéne FX inactif
en protéase active FXa, puis le FXa clive PAR2 pour déclencher la signalisation
transmembranaire'%.2%8, Ce sont donc de potentiels effecteurs qui seraient

intéressants a étudier. Notons que c’est au sein du foie que les facteurs VII et X sont
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synthétisés. L’étude de 'ensemble de ces enzymes représente donc une piste majeure
pour élucider les mécanismes sous-jacents a la régulation de I'hepcidine dépendante
de PAR2. Précisons néanmoins qu'’il est assez peu décrit dans la littérature si de telles

protéases sont libérées/activées dans des conditions d’anémie.

Enfin, pour caractériser pleinement 'ensemble du mécanisme, plusieurs stimuli
devront également étre explorés pour expliquer une variation de I'activité protéolytique
(et donc une activation de PAR:2) lors de 'anémie induite par les phlébotomies. Parmi
ceux-ci pourraient étre étudiés : un changement de la volémie liée a la perte sanguine,
une modification de la tension artérielle, des variations de I'activité coagulatrice (et des

protéases de la coagulation) ou encore des facteurs inductibles liés a I'hnypoxie.

En conclusion, la contribution des protéases a la stimulation de PAR2, en
réponse aux phlébotomies, représente une piste importante pour caractériser

totalement le mécanisme de régulation de I'hepcidine par PAR:2.

3. Cibler PAR2 pour traiter des pathologies associées a une déréqulation du

métabolisme du fer ?

Dans nos travaux, nous caractérisons une fonction du récepteur PAR:2 sur la
régulation négative de I'’hepcidine dans des conditions spécifiques au stress
érythropoiétique. Chez I'adulte, l'implication de PAR2 semble strictement liée a ce
contexte. De ce fait, cibler PAR2 pourrait s’avérer intéressant pour traiter certaines
pathologies associées a une érythropoiese inefficace et dans lesquelles I'hepcidine
est dérégulée. C’est notamment le cas de certaines anémies hémolytiques?%®, des
myélodysplasies?’® ou encore de la B-thalassémie. Nous pouvons prendre I'exemple
de cette derniére. Dans la forme intermédiaire de cette pathologie, qui est dite « non
dépendante de la transfusion », I'activation continue des voies de réponse a I'anémie,
comme la surproduction d’ERFE, entrainent une diminution chronique de I'’hepcidine a
I'origine d’'une surcharge en fer secondaire et progressivel4?2. Des approches

thérapeutiques ciblant ERFE ont déja été développées, améliorant Iégérement les
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niveaux d’hepcidine et 'accumulation de fer dans un modéle murin de (B-thalassémie
intermédiaire (souris Hbb-th3 *-)271, Pour établir une preuve de concept que l'inhibition
de PAR:2 permet d’augmenter les niveaux d’hepcidine des souris thalassémiques, des
expériences de délétion de PAR:2 dans ces souris (Hbb-th3 *-/ F2rl1 ) pourraient
s’avérer intéressantes. Nous émettons I'hypothése que la suppression de PAR:
permettrait, en levant I'inhibition de I'expression de I'hepcidine, de réduire I'absorption

du fer et ainsi prévenir la surcharge dans les souris B-thalassémiques.

. Détermination de I'implication des macrophages

dans la régulation de I’hepcidine

1. Quel est le mécanisme par lequel les macrophages participent a la

régulation négative de 'hepcidine en réponse a la phlébotomie ?

Nos résultats expérimentaux soulignent toute I'importance des macrophages
qui participent a la régulation PAR2-dépendante, décrite lors de 'anémie induite. Dans
ce contexte, nous avons alors exploré le comportement des monocytes/macrophages

en réponse au stress des phlébotomies, dans le foie des souris C57Bl/6J WT.

Contrairement a ce qui a été démontré lors d’'un stress hémolytique ou dans
des conditions d’anémies inflammatoires*!, nous révélons que le mécanisme de
suppression de I'hepcidine impliquant les macrophages, n’est pas dépendant d’une
infiltration transitoire de monocytes Ly6C **, vers le foie. En effet, dans leurs travaux,
les auteurs caractérisent la destinée de ces monocytes qui se différencient in situ en
macrophages transitoires, dérivés des monocytes, afin de participer au recyclage des
erythrocytes sénescents et ainsi maintenir ’homéostasie du fer. Si nous n’avons pas
observé de senescence des érythrocytes apres induction de notre modele de
phlébotomies (données non présentées), nous avons tout de méme détecté une légere
infiltration de monocytes dans le foie. Cependant, au point 24h post 2" phlébotomie,

correspondant au pic de suppression de I'’hepcidine, aucun macrophages transitoires
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n’a pu étre identifié, démontrant que le mécanisme de suppression de I'hepcidine des
hépatocytes par les macrophages est indépendant d’une infiltration transitoire de ces
derniers. Il serait tout de méme intéressant de comprendre pourquoi et comment la
phlébotomie a induit un mécanisme d’attraction immunitaire de monocytes dans le foie
et si ce phénomene est spécifigue a cet organe. Une hypothese expliquant ce
phénomene pourrait étre que le stress hypoxique induit par la phlébotomie a provoqué
la mort d’'un faible pourcentage de macrophages hépatiques, entrainant alors une
infiltration de monocytes pour reconstruire le réservoir de ces cellules. Ce mécanisme
est bien décrit dans la littérature puisqu’il est montré que I'épuisement des KC par un
systeme iDTR induit le recrutement rapide de monocytes issus de la moelle osseuse
qui se greffent dans le foie et acquiérent la capacité de s’auto-renouveler?®. Une
cinétique plus approfondie du comportement des monocytes/macrophages dans le
foie pourrait étre intéressante pour caractériser pleinement I'effet de 'anémie induite

par la phlébotomie sur ces cellules myéloides.

Notre hypothése de départ, basée sur un mécanisme dinfiltration de
monocytes dans le foie était fondée sur des études concernant le pouvoir chimio
attractant du récepteur PAR2. En effet, dans diverses conditions pathologiques, le
récepteur activé par les protéases participe au recrutement de cellules myéloides par
un mécanisme impliquant la production, de chimiokines dont CCL2'7272, Or, nous
n’avons pas observé de différences dans I'expression de la chimiokine en réponse aux
phlébotomies dans le foie de souris F2rl1LysM par rapport aux F2rl1**. Ces données
sont en accord avec celles obtenues concernant les tests d’infiltrations de

macrophages dérivés des monocytes.

En conclusion, nous révélons que le mécanisme de suppression de I'hepcidine
dans lequel PAR:2 est impliqué est indépendant d’'une attraction immunitaire de
monocytes/macrophages dans le foie. Ces résultats soulévent l'importance des
macrophages tissulaires présents dans le foie, qui pourraient étre activés dans nos

conditions de phlébotomies.
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2. Quelle est I'importance des macrophages dans la régulation négative de

I’hepcidine ?

Pour évaluer pleinement I'importance des macrophages dans la régulation
négative de I'hepcidine, nous avons développé le modéle murin LysMPTR afin d’établir
une preuve directe du réle de ces macrophages. Ainsi I'ablation des macrophages
hépatiques par les injections de DTX a démontré le r6le majeur de ces cellules sur
I'hepcidine des hépatocytes. En effet, de fagon comparable aux expériences de
déplétion des macrophages via des injections de clodronate encapsulé dans des
liposomes?#?, la suppression des macrophages dans le foie des souris LysMIPTR g
entrainé une surexpression trés forte de I'hepcidine. De facon intéressante, des
observations similaires ont été faites lors de mémes expériences de traitement des
macrophages avec du clodronate dans lesquelles une seule injection a entrainé une
expression accrue de I'nepcidine dans le foie de souris B-thalassémique ainsi qu'une

diminution des taux de fer sérique?’2.

Il est important de rappeler que I'hepcidine est régulée positivement en fonction
de plusieurs paramétres dont I'inflammation ainsi que le statut en fer de I'organisme.
Dans notre modele, nous montrons que la forte augmentation de I'hepcidine n’était ni
liée a une augmentation de [linflammation, ni a une augmentation du fer,
potentiellement libéré par les macrophages lors de leur déplétion. Pour évaluer si un
mécanisme inflammatoire a pu étre activé par la suppression des macrophages, nous
avons mesuré les niveaux de phosphorylation de la protéine STAT3 dans le foie des
souris®®. Ces niveaux ont alors été comparés avec ceux provenant de souris
présentant une inflammation volontairement induite par des injections de LPS, a
différents temps. Nous avons ainsi corrélé la quantité de P-STAT3 avec I'expression
de 'hepcidine dans nos différents groupes de souris et montrons que pour des mémes
niveaux de P-STAT3 entre souris LPS 24h et DTX, I'hepcidine était fortement
surexprimée uniquement dans le groupe DTX. Ces données suggéerent que
'augmentation de 'hormone hépatique n’est pas liée a I'inflammation mais est plutét
la conséquence d'une levée d’'inhibition engendrée par la perte des macrophages.
Pour caractériser plus précisément l'effet de la mort cellulaire sur l'induction de
I'hepcidine par la voie inflammatoire, une approche in vivo intéressante aurait pu

consister a utiliser un modeéle de suppression inductible d’'un autre type de cellules
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NPC. En effet, nous aurions pu par exemple dépléter les cellules stellaires par le méme
systeme basé sur des injections de DTX (modéle murin Lrat®™R)273 pour ainsi évaluer

I'effet de la mort de ces cellules sur les niveaux d’expression de I'hepcidine.

Une autre approche intéressante pour évaluer l'effet de la délétion des
macrophages sur I'expression de I'hepcidine tout en s’affranchissant d'une
inflammation associée, serait d’utiliser des souris Stat3 - dont la voie d’activation de
I'hepcidine par la cytokine pro-inflammatoire IL6 est éteinte. En effet, il est
envisageable de croiser ces souris avec le modele LysMPTR et ainsi évaluer I'impact
de la suppression des macrophages sur I'hepcidine, indépendamment d’un

mécanisme inflammatoire.

Par ailleurs, en plus du phénotype de surexpression de I'hepcidine, observée
en conséquence de la suppression des macrophages, nous révélons également
I'implication cruciale de ces cellules pour inhiber I'hepcidine en réponse a I'anémie
induite par la phlébotomie. En effet, les souris dont les macrophages ont été éliminés,
présentaient une absence totale de suppression de I'expression de I'hepcidine, qui est
restée anormalement élevée. Cela suggére que la perte d’'un signal inhibiteur
provenant des macrophages a entrainé un emballement d’'une voie d’activation de
I'hepcidine, qui n’a pas été contrebalancée par les signaux régulateurs négatifs connus

tels que ERFE ou encore FGL1114125,

De facon extrémement intéressante, un phénotype assez proche impliquant les
macrophages, a été décrit concernant le récepteur PIEZO1, dont la mutation GDF
(gain de fonction) dans les phagocytes mononucléés induit une forte suppression de
I'hepcidine. En effet, PIEZO1 est un canal ionique mécano-transducteur sensible a la
pression, qui joue un réle clé dans la signalisation calcique. Lorsqu'il est activé par des
stimuli mécaniques, PIEZO1 change de conformation, entrainant son ouverture et
permettant I'entrée de Ca?" dans les cellules. Cette augmentation du calcium
intracellulaire déclenche diverses voies de signalisation en aval?’*. Dans les
expériences de surexpression de PIEOZ1 de fagon spécifique aux macrophages, il est
démontré que l'augmentation du calcium dans ces cellules améliore leur activité
d’érythrophagocytose, accélérant alors I'épuration des globules rouges. Parallélement

a 'augmentation du renouvellement des GR, les auteurs observent que I'hepcidine est
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fortement supprimée?’®. Les auteurs justifient cette baisse de I'hepcidine par la
production de ['érythroferrone lors de [I'érythropoiése, activée en réponse a
'augmentation de la phagocytose des globules rouges par les macrophages. Nous
avons suggéré qu’'un autre mécanisme inhibiteur de I'’hepcidine pouvait étre activé
dans ces macrophages, sous l'influence de PIEZO1 et de la voie de signalisation
calcique. En effet, il est connu que la signalisation calcique représente une voie
importante en aval du récepteur PAR2 dans les macrophages?’®. Ainsi, nous avons
alors questionné l'existence d’'un mécanisme fonctionnel permettant de relier les
protéines PIEZO1 et PAR2, dans la régulation de I'hepcidine par les macrophages.
Pour tenter de comprendre ce mécanisme, nous nous sommes également appuyés
sur des recherches qui montrent que 'augmentation de I'érythrophagocytose due a la
mutation GDF de PIEZO1 était dépendante de I'activation de la protéine Racl. Cette
protéine, impliquée dans la réorganisation du cytosquelette?’” a déja été décrite
comme effecteur candidat, en aval de PAR2 dans un contexte de développement
embryonnaire?”® Par ailleurs, des expériences de stimulation de PAR:2 dans des
macrophages péritonéaux établissent un lien entre PAR:2 et les mécanismes de

phagocytose?63,

Ainsi, en prenant 'ensemble des éléments décrits précédemment, nous avions
émis I'hypothése que I'environnement hypoxique généré dans notre modéle de
phlébotomie, pouvait induire un stress aux globules rouges et en conséquence une
augmentation de I'érythrophagocytose via un mécanisme dans lequel PAR2 pourrait
étre impliqué. Cependant, des expériences préliminaires mises en place ont infirmé
cette hypothése car aucun marqueur de sénescence n’a été mis en évidence dans les
globules rouges issus de souris phlébotomisées (données non présentées). De plus,
des tests d’érythrophagocytose in vitro par des BMDM n’ont pas non plus montré
d’augmentation de ce mécanisme lorsque ces derniers étaient traités avec du sang
prélevé 24h apres 2" phlébotomie. Dans ce contexte, nous avons jugé qu'’il était inutile
de creuser cette hypothése en testant le lien entre PAR2 et I'érythrophagocytose.
Cependant, Il reste important de déterminer le lien entre la signalisation calcique du

macrophage et la régulation de I'hepcidine dans les hépatocytes.

Enfin, il est important de préciser que pour générer les souris LysMPTR, nous

avons établi une construction génétique basée sur la recombinaison homologue via
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'enzyme CRE Recombinase, exprimée sous le contréle du promoteur LysM. Or ce
promoteur est actif dans tous les macrophages des souris. Bien que nous montrions
une diminution tres forte des cellules de Kupffer par la DTX, et que ces cellules
représentent pratiquement 90% des macrophages de I'organisme?’?, nous ne pouvons
négliger un effet lié a la suppression de macrophages présents dans d’autres tissus.
De ce fait, utiliser un modéle de suppression inductible ciblant spécifiguement les KC
serait intéressant. Il pourrait par exemple étre envisagé d’utiliser des souris Clec4fPTR,

déja caractérisées dans certains travaux2°,

En conclusion, au-dela de leurs rdles dans le recyclage du fer, les macrophages
hépatiques sont impliqués dans la régulation négative de I'expression de I'hepcidine

en condition physiologique et en réponse a I'anémie.

3. Quel est donc le mécanisme inhibiteur de I’hepcidine hépatocytaire par les

macrophages ?

L’ensemble de nos données in vivo suggere gque les macrophages, notamment
les cellules de Kupffer, induisent des signaux inhibiteurs sur I'hepcidine hépatocytaire.
Un tel dialogue entre NPC et hépatocytes a déja été démontré puisque les cellules
endothéliales sécretent des facteurs tels que BMP2/BMP6 pour réguler positivement
I'nepcidine en réponse a l'augmentation des niveaux de fer dans I'organisme’:"2,
Ainsi, nous nous sommes questionnés sur l'origine de ces signaux, qui pourraient
s’établir de deux maniéres. D'une part, par contact direct entre les cellules. En effet,
les cellules de Kupffer sont situées dans les sinusoides hépatiques, enchevétrées
entre les cellules endothéliales, et séparées en partie des hépatocytes par lI'espace de
Disse. Néanmoins, contrairement a ce qui a longtemps été décrit, les KC ne sont pas
strictement localisés dans les sinusoides et une fraction de leurs corps cellulaires se
situe dans I'espace perisinusoisal, leur permettant d’interagir avec les hépatocytes?%4.
D’autre part, il est trés probable que les signaux proviennent d’'un mécanisme
sécrétoire. C’est ce mécanisme que nous avons décidé d’explorer par une approche

in vitro. Nous montrons alors que la stimulation d’hépatocytes par du milieu
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conditionné d’une culture de macrophages, induit une baisse de I'expression de
I'hepcidine suggérant qu’un ou plusieurs facteurs sont sécrétés par ces macrophages
pour inhiber I'hepcidine. De plus, ces résultats préliminaires révélent un mode d’action
qui semble dépendant d’un effet sur la voie BMP-SMAD, donnant ainsi des indices sur

le fonctionnement de cet inhibiteur.

Il est aujourd’hui connu que diverses molécules inhibent I'hepcidine comme les
régulateurs érythroides ERFE et I'hépatokine FGL1 dont nous avons déja parlé en
amont. Additionné a ces derniers peuvent également étre cités le GDF15 ou encore
TWSGL1. Cependant ces molécules ne sont pas sécrétées par les macrophages. De
plus, la délétion de ces facteurs dans divers modéles murins n'affecte pas I'expression
de I'nepcidine en condition d’équilibre homéostasique, suggérant que ces facteurs ne

sont les candidats recherchés produits par les macrophages

D'autres molécules appartenant a une famille de facteurs de croissance ont
également été identifiees et décrits comme ayant un pouvoir répresseur sur
I'hepcidine, telles que le PDGF-BB (platelet-derived growth factor BB)?%0, le HGF
(hepatocyte growth factor) et 'EGF (epidermal growth factor)?®t. Parmi ces molécules,
seule la sécrétion du PDGF-BB a été montré dans macrophages. Toutefois, si le HGF
et I'EGF agissent sur la voie BMP/SMAD pour inhiber I'hepcidine, ce n'est pas le cas
du PDGF-BB?8, Par conséquent, il est également peu probable que ces facteurs de

croissance soient les candidats recherchés.

Puis, il a aussi été décrit un ensemble de molécules endogenes capables
d'inhiber la voie BMP/SMAD, parmi lesquelles sont retrouvées les protéines de type
Noggin, Chordin et Gremlin. Ces protéines se lient directement aux BMP, empéchant
leur interaction avec leurs récepteurs de surface, inhibant ainsi l'activation de la voie
BMP/SMAD. Selon la littérature, seule la molécule Gremlin 1 est produite par les
macrophages dans des conditions spécifiques d’activation par injection de LPS?282,
Nous avons mesuré 'expression relative de cette molécule dans les macrophages de

notre culture et avons obtenu des niveaux trop bas pour valider ce candidat.

Enfin, nous pouvons émettre d'autres hypotheéses quant a la nature de cet

inhibiteur. Par exemple, il pourrait s'agir d'une protéase sécrétée par les macrophages
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pour dégrader les BMP ou le complexe de récepteurs aux BMP. Des approches de
protéomique telles que la spectrométrie de masse sont prévues pour tenter d’identifier
ce/ces candidats. Par ailleurs, il serait également intéressant d’utiliser des méthodes
de séquencage sur cellule unique pour caractériser les molécules sécrétées dans le
milieu conditionné de ces macrophages. Nous pourrions dans un premier temps
réaliser ces expériences sur des macrophages cultivés in vitro, puis ensuite adopter
une approche in vivo en isolant des cellules de Kupffer de souris auxquelles nous

aurions préalablement induit un stress érythroide par phlébotomie.

En conclusion, les macrophages inhibent I'hepcidine en produisant une
molécule qui agit sur les hépatocytes. La découverte de cette molécule pourrait
permettre d’identification d’'une nouvelle cible thérapeutique pour traiter certaines

maladies associées a une dérégulation de I'expression de I'hepcidine.

4. PAR2 est-il impligué de la production d’'une molécule inhibitrice provenant

des macrophages ?

Dans des perspectives futures, nous souhaitons évaluer si PAR2 est impliqué
dans la sécrétion de l'inhibiteur recherché. Dans un premier temps, nous souhaitons
utiliser un modele in vitro, deux approches sont alors possibles. L’'une consisterait a
stimuler des BMDM issus de cellules hématopoiétiques de souris C57BI/6J WT, avec
un agoniste du récepteur tel que le SLIRGL-NH2 et ainsi tester si I'activation de PAR:2
entraine la libération de cette molécule inhibitrice. Une autre facon serait de stimuler
le récepteur par la protéase canonique de PAR: : la trypsine. Cependant, il faut tout
de méme rappeler que sur la base de nos résultats in vivo et in vitro, I'effet de cet
inhibiteur sur I'hepcidine est déja trés fort, suggérant que ce dernier est produit en
grosse quantité dans des conditions d’équilibre. En conséquence, cela pourrait
masquer 'effet d’'une molécule agoniste de PAR:2 sur la production de ce facteur. Ainsi,
il pourrait étre plus judicieux d’étudier I'effet de I'extinction de PAR2. C’est-a-dire de
mettre en culture des BMDM issus de cellules souches provenant de moelle osseuse

de génotype F2rl1 - pour évaluer si 'absence du récepteur dans les macrophages
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affecte la production du signal inhibiteur. L’antagonisation du récepteur par des ligands
exogenes est également a envisager, des études ont montré l'efficacité de telles
molécules comme par exemple les molécules FSLLRY-NH2 , GB83 ou encore
GB88#,

Pour conclure, le développement de ces différents modeles et outils
pharmacologiques permettraient d’établir le lien précis entre PAR:2 et les macrophages
sur la régulation négative de I'hepcidine hépatocytaire. La mise en évidence de ce lien
pourrait alors ouvrir de nouvelles perspectives de recherche comme la caractérisation

de la signalisation cellulaire en aval du récepteur.

lll. Caractérisation de I'implication de la matriptase-2

hépatocytaire dans la régulation de I’hepcidine

Dans ce projet secondaire, nous avons exploré le lien entre la matriptase-2
exprimée a la membrane des hépatocytes et I'inhibition de I'hepcidine systémique. La
matriptase-2 est une protéase a sérine transmembranaire au role fondamental dans le
maintien de 'homéostasie du fer puisque des mutations perte de fonction de cette
derniére entraine une surexpression de I'hepcidine et en conséquence une anémie

microcytaire ferriprive.

Principalement exprimée dans les hépatocytes du foie, son expression est
retrouvée dans d’autres tissus comme le rein, le cerveau ou encore les organes
sexuels secondaires comme les testicules ou l'utérus?®. Il est assez évident
d’imaginer qu’une protéase transmembranaire exprimée a la surface des hépatocytes
agisse en totalité depuis la membrane de ces cellules pour inhiber I'hepcidine, dont
'expression dans ce type cellulaire constitue la principale source protéique dans
'organisme. Cependant, bien qu’implicite, cela n’a jamais été clairement démontré.
Dans ces travaux, nous établissons que la matriptase-2 des hépatocytes est la

principale source d’inhibition de I'hepcidine. De la méme fagon qu’il a été montré que
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I'hnepcidine hépatocytaire suffit a réguler de fagon systémique le métabolisme du fer®,
nous montrons que la délétion de la MT2 dans les hépatocytes, récapitule en totalité
le phénotype d’IRIDA chez la souris'?®. Ainsi, le phénotype des souris Tmprss6AP
démontre que la MT2 régule 'homéostasie du fer systémique par sa localisation

hépatocytaire.

Nous avons également décrit dans le chapitre introductif de ce manuscrit que
la MT2 est un régulateur de la voie BMP-SMAD dans laquelle celle-ci interagit avec
différents effecteurs protéiques. Bien que son mode d’action précis ne soit pas encore
totalement compris, des données de la littératures décrivent I'implication de la protéine
hémojuvéline dans son mode d’action!?284, Par ailleurs, les récepteurs ALK2 et ALK3
de la signalisation BMP-SMAD font également partie du mécanisme fonctionnel de la
MT?2. En effet, des expériences au sein du laboratoire, menées par d’autres membres
de I'équipe, ont démontré que linhibition spécifique de la MT2 par un anticorps
monoclonal n’a pas d’effet sur la signalisation SMAD dans le foie des souris ALK27- et
ALK37. De fagon intéressante, il a été décrit que I'hémojuvéline ainsi que les
récepteurs ALK2 et ALKS3, sont exprimés dans d’autres organes dans lesquels ils
régulent diverses fonctions notamment dans le rein?®. Ainsi, outre le contexte d’étude
de la régulation du métabolisme du fer, l'utilisation du modéle murin Tmprss6fox
pourrait s’avérer intéressant pour étudier la signalisation BMP-SMAD dans les tissus

extra-hépatiques dans lesquels la matriptase-2 est exprimée.

Par ailleurs, une étude publiée en 2018 dans le journal Nature communication
décrit que les souris Tmprss67- sont résistante a I'obésité induite par un régime gras.
Cette résistance est caractérisée par une augmentation de la sensibilité a I'insuline
ainsi que de la tolérance au glucose?®. Les auteurs concluent dans leurs travaux que
les faibles niveaux de fer dans I'organisme des souris Tmprss6--favorisent la fonction
du tissu adipeux en cas de surcharge nutritionnelle comme par exemple une
augmentation de la lipolyse des graisses lorsque ces derniéres étaient nourries avec
un régime riche en gras. Dans ce contexte, il serait intéressant de caractériser le
niveau d’expression de la matriptase-2 dans les adipocytes dans laquelle la voie
BMP/SMAD est active et permet de réguler la transcription de genes impliqués dans
la pathogénése de I'obésité?®’. En effet, il n'est pas a exclure que la matriptase-2

agisse directement depuis les adipocytes et participe ainsi a une fonction
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indépendante du fer dans les mécanismes de réponse a un régime gras. Ainsi,

I'utilisation du modele Tmprss6/ox serait un bon outil pour répondre a cette question.

Enfin, il a souvent été mentionné dans ce manuscrit que les hépatocytes ne
sont pas les seules cellules présentent dans le foie. En effet les cellules non
parenchymateuses constituent une niche environnementale pour les hépatocytes. Une
étude plus approfondie de I'activité des protéines SMAD dans les NPC des souris
Tmprss6AP pourraient étre intéressante pour déterminer si la MT2 hépatocytaire peut
réguler la voie SMAD dans ces NPC.

Pour conclure, le modele de souris Tmprss6AP démontre que la matriptase-2
régule I'hepcidine depuis sa localisation dans les hépatocytes. Ces résultats sont
assez cohérents compte tenu de la fonction protéolytique de cette serine protéase et
de son adressage a la membrane des cellules hépatiques. Cependant, son mode
d'action reste encore aujourd’hui assez imprécis, impliquant que d’autres études
devront étre menées pour pleinement caractériser le mécanisme par lequel I'enzyme
réprime I'hepcidine dans les hépatocytes, en condition d’homéostasie. Par ailleurs, ce
modele de souris se révele étre un outil intéressant pour étudier le role de la
matriptase-2 dans d'autres tissus, indépendamment de sa fonction sur la voie BMP-
SMAD dans les cellules du parenchyme hépatique.
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ANNEXES

Liste des communications publiques concernant ces travaux :

> e the

% ~©~ European Iron Club

‘k * MK For Professionals in Biomedical Inorganic Iron

% EIC Juillet 2022 - OXFORD

Présentation d’'un poster : “Questioning the extra-hepatic role of matriptase-2 in iron
homeostasis”

% EIC Avril 2024 - TOULOUSE

Communication orale : “Role of PAR2 and macrophages in hepcidin regulation”

Obtention du prix de la meilleure présentation orale

Outil utilisé pour la création des figures d’introduction :

Je remercie le site Biorender.com qui a été utilisé pour construire les différentes

figures d’introduction.
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Poster présenté a I'EIC 2022 a OXFORD :
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In physiological conditions, matriptase-2 (MT2) Is mainly expressed in  Mice lacking matriptase-2 (Tmprss6) display an iron deficiency and a microcytic anemia.
and hepcidin leading to the  This phenotype is due to inappropriately increased levels of liver Hamp expression, the
inhibition of iron absorption and release from cells. gene encoding hepcidin.

Matriptase-2 is also located in other tissues such as kidneys,
spleen, lungs or brain. However, we still don't know if iron
balance is controlled from these tissues. This study aims to
investigate a hypothetic role of extra hepatic matriptase-2 in iron
homeostasis.

OBJECTIVE : To investigate the role of matriptase-2 expressed in hepatocytes in iron homeostasis regulation
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In response to EPQ injection, Erfe is produced by the bone marrow similarly in WT, full Tmprss6/ and Tmprss6°*/#® mice.
As observed in full Tmprss67 mice, in response to EPO injection, hepatocyte deletion of MT2 prevents the inhibition of hepcidin mRNA expression in the liver.
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We studied the BMP-SMAD signaling pathway through the of SMADS phosphory
(P-SMADS).

As expected, EPO injection leads to an inhibition of P-SMADS in WT mice, and as observed in full

Tmprss6”, P-SMADS is increased in Tmprss6™>/2®, Interestingly, we witnessed a decrease of P-
st mans SMADS in Tmprss6™/%® in response to EPO injection, despite the lack of hepcidin suppression in
BOKDE = W—————— - ———— these conditions.

IV. CONCLUSION

Our results show that Tmprss69/a recapitulates the phenotype of full Tmprssé knock-out mice (alopecia, anemia, high hepcidin and no response to EPO
injection), showing that the role of matriptase-2 in iron homeostasis regulation and in response to erythroid stress is due to hepatocytic matriptase-2.
However, the decrease of P-SMAD-5 observed in the liver of Tmprss6@//alb mice, never observed in full Tmprss6”- mice, in response to EPO injection,
questions the role of matriptase-2 in non-parenchymal liver cells.
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Titre : ROle de PAR2 et des macrophages dans la régulation de I'hepcidine
Mots clés : fer, hepcidine, PAR2, macrophages, anémie, matriptase-2

Résumé : Aujourd’hui, il est estimé qu’environ 60% du fer de I'organisme est complexé au sein de la molécule d’hémoglobine, illustrant le
caractére essentiel de cet élément pour I'érythropoiése. En cas de stress érythroide (SE), une condition d’anémie qui requiert la production de
nouveaux globules rouges, la demande en fer est augmentée. Pour augmenter la biodisponibilité de ce fer, I'expression de I'hepcidine, une
hormone clé de la régulation de I'noméostasie martiale, est inhibée dans les hépatocytes. Cependant, bien que les mécanismes de réponse
rapide (<24h) soient connus, ceux a plus long terme demeurent flous et suggérent que d’autres acteurs cellulaires et protéiques pourraient
exister.

Parmi ces acteurs se trouve le récepteur PAR2 (« protease-activated receptor 2 ») codé par le géne F2rl1. Cette protéine a la particularité d'étre
activée par diverses protéases, établissant ainsi un lien entre I'environnement et la cellule dans laquelle elle est exprimée. Nos observations sur
des embryons F2rl1 -/- surexprimant I'hepcidine nous ont conduits a étudier PAR2 dans un contexte physiopathologique inédit. Ainsi, I'objectif
principal de cette thése a été de caractériser le réle de PAR2 dans la régulation de I'hepcidine. Nous révélons qu’en condition physiologique,
PAR2 ne participe pas a cette régulation. En revanche, nous démontrons qu’en réponse a un SE (induit par deux phlébotomies successives) la
délétion de PAR2 engendre un blocage partiel de I'inhibition de I'hepcidine. De plus, la délétion spécifique de PAR2 dans les macrophages
(F2rl1LlysM) a récapitulé ce phénotype, démontrant que dans des conditions spécifiques de SE, PAR2 participe a la régulation de I'hepcidine
depuis son expression dans les macrophages. De ce fait, nous avons exploré I'implication de ces macrophages dans la régulation de I'hepcidine.
Basé sur un modéle de délétion des macrophages, nous montrons que I'élimination de ces cellules induit une surexpression de I'hepcidine et
bloque également son inhibition en réponse a la phlébotomie, démontrant leur réle majeur dans la régulation de I'hepcidine. De plus,
s’appuyant sur des résultats préliminaires in vitro, nous proposons que les macrophages produisent un inhibiteur qui agit de facon paracrine sur
les hépatocytes pour inhiber I'hepcidine.

Dans un projet secondaire, nous avons travaillé sur la caractérisation du réle de la matriptase-2 (MT2) hépatocytaire dans la régulation de
I'hepcidine. La MT2 est une protéase a sérine transmembranaire principalement exprimée dans le foie et codée par le gene Tmprssé. Celle-ci
régule négativement l'expression de I'hepcidine. Chez I'Homme, des mutations de TMPRSS6 causent une anémie ferriprive appelée IRIDA, le
méme phénotype est décrit dans des modéles murins de délétion de la MT2.

Dans ce contexte, nous avons évalué si la régulation négative de I'hepcidine par la MT2 est exclusivement controlée par sa localisation
hépatocytaire. Pour cela, des souris spécifiquement mutées pour la MT2 dans les hépatocytes ont été développées. Nous montrons que ces
souris TmprsséAlb présentent une surexpression de Hamp1 et en conséquence une baisse des niveaux de fer sérique et hépatique, entrainant
une anémie microcytaire. Nous démontrons alors que ce phénotype est a un degré similaire aux souris KO total, confirmant le role central de la
MT2 hépatocytaire dans la régulation de I'homéostasie martiale.

En conclusion, cette thése permet une meilleure compréhension des mécanismes de régulation négative de I'hepcidine lors des phases tardives
de laréponse au SE, en révélant de facon inédite la contribution du récepteur PAR2 a ce mécanisme. Nous démontrons également le réle majeur
des macrophages, qui, au-dela de leur implication dans un contexte de SE, émettent aussi des signaux inhibiteurs de I'hepcidine hépatocytaire
en conditions physiologiques. Enfin, nous confirmons que la régulation négative de I'hepcidine par la MT2 est entiérement contrélée par sa
localisation hépatocytaire.

Title: Role of PAR2 and macrophages in hepcidin regulation
Key words: iron, hepcidin, PAR2, macrophages, anemia, matriptase-2

Abstract: Today, it is estimated that about 60% of the body's iron is contained within the hemoglobin molecule, illustrating the essential role of
this element in erythropoiesis. In the case of erythroid stress (ES), a condition of anemia that requires the production of new red blood cells, the
demand for iron increases. To increase the bioavailability of this iron, the expression of hepcidin, a key hormone in the regulation of iron
homeostasis, is inhibited in hepatocytes. However, while the mechanisms of early response to anemia (within 24 hours) are known, those over
the longer term remain unclear and suggest the involvement of other cellular and protein actors.

Among these actors is the protease-activated receptor 2 (PAR2), encoded by the F2rl1 gene. This protein is activated by various proteases,
establishing a link between the environment and the cell in which it is expressed. Our observations on F2rl1 -/- embryos overexpressing
hepcidin led us to study PAR2 in an unprecedented pathophysiological context. Thus, the main objective of this thesis was to characterize the
role of PAR2 in the regulation of hepcidin. We reveal that, under physiological conditions, PAR2 does not participate in this regulation. However,
we demonstrate that in response to ES (induced by two successive phlebotomies), the deletion of PAR2 results in a partial blockage of hepcidin
inhibition. Furthermore, the specific deletion of PAR2 in macrophages (F2rl1LysM) recapitulated this phenotype, showing that under specific ES
conditions, PAR2 participates in the regulation of hepcidin from its expression in macrophages. Consequently, we explored the involvement of
these macrophages in the regulation of hepcidin. Based on a macrophage deletion model, we show that the elimination of these cells induces
overexpression of hepcidin and also blocks its inhibition in response to phlebotomy, demonstrating their major role in the regulation of
hepcidin. Moreover, based on preliminary in vitro results, we propose that macrophages produce an inhibitor that acts paracrinally on
hepatocytes to inhibit hepcidin.

In a secondary project, we worked on characterizing the role of hepatocytic matriptase-2 (MT2) in the regulation of hepcidin. MT2 is a
transmembrane serine protease mainly expressed in the liver and encoded by the Tmprssé gene. It negatively regulates the expression of
hepcidin. In humans, TMPRSS6 mutations cause iron-refractory iron deficiency anemia (IRIDA), with the same phenotype described in murine
models of MT2 deletion.

In this context, we evaluated whether the negative regulation of hepcidin by MT2 is exclusively controlled by its hepatocytic localization. For
this, mice specifically mutated for MT2 in hepatocytes were developed. We show that these Tmprss6Alb mice present an overexpression of
Hamp1 and consequently a decrease in serum and hepatic iron levels, leading to microcytic anemia. We demonstrate that this phenotype is
similar to that of total KO mice, confirming the central role of hepatocytic MT2 in the regulation of iron homeostasis.

In conclusion, this thesis provides a better understanding of the mechanisms of negative regulation of hepcidin during the late phases of the
response to ES, revealing for the first time the contribution of the PAR2 receptor to this mechanism. We also demonstrate the major role of
macrophages, which, beyond their involvement in an ES context, also emit inhibitory signals for hepatocytic hepcidin under physiological
conditions. Finally, we confirm that the negative regulation of hepcidin by MT2 is entirely controlled by its hepatocytic localization.
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