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Résumé

Le cancer épithélial de 1’ovaire est le cancer gynécologique le plus agressif avec le plus haut taux de
mortalité. La croissance des cellules cancéreuses de 1’ovaire est limitée par les nutriments de
I’environnement, le fer étant un des éléments indispensables a leur prolifération. L hémochromatose
héréditaire est une maladie associée a une accumulation corporelle de fer. Cette maladie est liée a deux
mutations majeures du géne HFE soit H63D et C282Y. Etant donnée I’influence de la protéine HFE sur
I’entrée du fer dans la cellule, des mutations du géne HFE pourraient étre associées a une croissance
rapide des cellules cancéreuses. Des études de génotypage du gene HFE effectuées chez 526 patientes
avec cancer ¢pithélial de l'ovaire, ont révélées une fréquence allélique de la mutation C282Y
significativement plus élevées chez les patientes avec tumeur ovarienne comparativement aux patientes
du groupe controle (5.9% versus 1.3%, p = 0.02). De plus, le taux de survie des patientes avec mutations
C282Y et tumeur ovarienne de G3, aprés 2 ans, est faible (20%) lorsque comparé a celui des patientes
sans mutations (60%, p = 0.005). Une analyse de régression multivariée de Cox a démontrée un risque
relatif de 3.1, suggérant que les patientes avec mutations C282Y ont 3 fois plus de chance d’avoir une
faible survie (p=0.001). Egalement, des études de corrélation ont démontrées que les niveaux de ferritine
du sérum étaient plus élevés chez les patientes avec grade avancé du cancer épithélial de 1’ovaire (r =
0.445 et p= 0.00001), suggérant que ce parametre pourrait servir comme marqueur tumoral. Afin de
comprendre ces résultats, nous avons tout d’abord étudiés I’influence des mutations HFE sur les cellules
cancéreuses. Pour ce faire, la lignée du cancer de I’ovaire TOV-112D, homozygote pour la mutation
C282Y, a été transfectée avec les vecteurs HFE,,; et HFEc,s,y. Bien qu’aucune différence significative
n’ait été trouvée en termes de TfR totaux, des analyses par FACS ont démontrées un phénotype de
déficience de fer pour les clones stables HFE,. In vitro, la restauration de la protéine HFE, dans la lignée
TOV-112D du cancer de I’ovaire, n’influence pas la croissance cellulaire. Ensuite, nous avons étudiés
I’influence des niveaux de fer sur la progression tumorale. Une expérience in vivo préliminaire a
démontré une tendance a un volume tumoral supérieur dans un modéle de souris de surcharge de fer,
HfeRagl-/-. De plus, les souris HfeRagl-/-, injectées avec la lignée du cancer de 1’ovaire TOV-21G, ont
montrées des niveaux significativement plus faibles de fer sérique comparativement a leur controle (fer
sérique 40+£7uM versus 27+6uM, p = 0.001). En conclusion, des études supplémentaires sont nécessaires
afin de comprendre davantage le role des mutations HFE sur la progression tumorale. Notamment, les
niveaux ¢levés de fer pourraient rendre les cellules tumorales résistantes aux traitements ou encore,

augmenter la toxicité et ainsi, contribuer a un mauvais prognostique.

Mots-clés : Cancer de 1’ovaire, Fer, HFE, mutations, prolifération, C282Y, survie, marqueur tumoral, ferritine,

HfeRagl-/-
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Abstract

Epithelial ovarian cancer is the most aggressive gynecological cancer with the highest mortality rates.
Growth of the ovarian cancer cells is limited by nutrients in the environment; iron being one of the
elements essential to their proliferation. Hereditary hemochromatosis is a disease associated with an
accumulation of body iron, and is linked to two mutations of the HFE gene including C282Y and
H63D. Given the influence of HFE protein on the entry of iron in the cell, mutations in the HFE gene
may be associated with rapid growth of cancer cells. By genotyping the HFE gene of 526 patients
with epithelial ovarian cancer, we have found that the allelic frequency of the C282Y mutation is
significantly higher in patients with ovarian cancer compared to patients in the control group (5.9%
versus 1.3% p = 0.02). Moreover, the 2-year survival rate, of patients with C282Y mutations and G3
ovarian tumor, is low (20%) when compared to patients without mutations (60%, p = 0.005). A
multivariate survival analysis, using Cox’s regression model, also showed a hazard ratio value of 3.1,
suggesting that patients with the C282Y mutation are 3 times more likely to have a poor survival (p =
0.001). As well, correlation studies have demonstrated that serum ferritin levels were higher in
patients with advanced grade of ovarian cancer (r = 0.445 and p = 0.00001), suggesting that this iron
parameter could serve as a tumor marker for assessing the progression of ovarian cancer. In order to
investigate these findings, we first studied the influence of HFE mutations on cancer cells. The
ovarian cancer cell line TOV-112D, homozygous for the C282Y mutation, was transfected with the
HFE,: and HFEc;sy vector, and although there were no differences in total TfR levels, FACS
analysis demonstrated an iron deficient phenotype for the HFE,, stable clones (p<0.05). In vitro,
restoration of the HFE protein, in the TOV-112D ovarian cancer cell line, does not influence cell
growth. We then studied the influence of iron levels on tumor progression. A preliminary in vivo
experiment has demonstrated a tendency to a higher tumor volume in a mouse model of iron overload,
HfeRagl-/-. Furthermore, HfeRagl-/- mice that were injected with the ovarian cancer cell line TOV-
21G showed significant lower serum iron levels compared to their controls (SI 40+7uM versus
27+6uM, p = 0.001). In conclusion, more studies are required to further understand the role of HFE
mutations on tumor progression. Higher iron levels may confer tumor cells to be drug resistant or

increase toxicity and thus, may contribute to a bad prognostic.

Keywords: Ovarian Cancer, Iron, HFE, mutations, proliferation, C282Y, tumor marker, ferritin, HfeRag1-/-
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I. INTRODUCTION

Le fer est un élément d’une importance cruciale pour la croissance et la survie des organismes.
Il est donc compréhensible qu’un maintient adéquat des niveaux de fer labile est critique pour
I’homéostasie. Le fer est un constituant de plusieurs macromolécules essentielles dans la
respiration, la production d’énergie, la synthese d’ADN et le métabolisme. Cependant, le fer en
exces a la capacité de générer des radicaux libres potentiellement toxiques pour les cellules.
Ainsi, "organisme a développé des systemes €laborés afin de controler les concentrations de
fer, tant au niveau cellulaire qu’au niveau systémique, afin de fournir des quantités
suffisantes de ce métal, essentiel a la croissance et au développement et ce, tout en évitant
un exces qui pourrait étre toxique. Des perturbations des niveaux de fer peuvent étre la cause
de divers états pathologiques tels que 1’anémie, une maladie de carence en fer, ou
I’hémochromatose héréditaire, un désordre de surcharge du fer. De plus, bien que le fer ne soit

pas classé comme étant un carcinogene classique, il est étroitement associé au cancer.



1. Propriétés chimiques et fonctions biologiques du fer

L’importance métabolique de I’élément fer provient de ses propriétés chimiques. Il peut
former jusqu’a six liaisons de coordination en acceptant une paire d’électrons sur chacune
de ses six orbitales atomiques. Des ¢léments €lectronégatifs comme 1’oxygene, I’azote et le
soufre ont la capacité de se lier avec le fer. Cette propriété fondamentale permet au fer de
s’associer a des protéines. Sa nature de métal de transition lui confére la capacité d’exister
sous deux formes, I’une réduite (Fe*", le fer ferreux), ’autre oxydée (Fe’", le fer ferrique).
Cette capacité de pouvoir accepter ou donner alternativement un électron, fait du fer le
cofacteur de choix de nombreuses réactions enzymatiques d’oxydoréduction. En
association avec des protéines, le fer est ainsi impliqué dans de nombreuses réactions de

transfert d’électrons.

1.1 Les protéines a fer

Les protéines a fer peuvent étre regroupées en trois classes, correspondant a la fagon dont le
métal est coordonné aux protéines : les protéines a héme, les protéines fer-soufre, et les

protéines dans lesquelles le fer est directement 1ié & la chalne protéique.

1.1.1 Les hémoprotéines

Une fraction importante du fer est associée a des protéines sous la forme d’un complexe
appelé héme; un groupement prosthétique constitué¢ de la protoporphyrin IX et du Fe*' [1,
2]. La biosynthése de I’héme implique 8 enzymes, dont 4 cytoplasmiques et 4
mitochondriales. Cette syntheése de I’héme débute dans la mitochondrie par la condensation
de la succinyl coenzyme A et de la glycine dans le but de former 1’acide 5-aminolevulinic
(ALA), précurseur de I’anneau tetrapyrrol porphyrine. Par la suite, une série de conversion
enzymatique meneront a 1’étape finale, soit I’insertion du fer ferreux dans la protoporphyrin
IX, catalysée par la ferrochelatase mitochondriale. L’héme est ensuite transporté au cytosol

pour étre incorporé aux hémoprotéines [3]. Les hémoprotéines regroupent plusieurs



molécules dont I’hémoglobine, la myoglobine, le cytochrome c, le cytochrome P450, les

oxidases, catalases et peroxidases [4].

Les hémoprotéines sont impliquées dans une série de fonctions biologiques cruciales chez
les mammiferes. Les plus abondantes de ces protéines, 1’hémoglobine et la myoglobine,
sont respectivement nécessaires au transport d’oxygene par les érythrocytes et par le
muscle [1]. Ensuite, les cytochromes sont une source d’¢électrons dans la chaine respiratoire

mitochondriale [3].

Les oxydases, catalases et peroxydases sont quant a elles, importantes dans le processus de
détoxification des especes réactives de I’oxygene (ROS). En effet, dans des conditions

normales, une petite portion de I’oxygene utilisé par la mitochondrie est réduit pour former
ROS tels que I’anion superoxide (O,") et le péroxyde d’oxygéne (H,O,) [5]. Ainsi, la
superoxide dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la gluthatione peroxydase (GPx)

permettent la conversion de I’O2" en eau (H,0).

1.1.2 Les protéines fer-soufre

La forme prévalente de fer non-héminique sont les centres Fe-S, qui résultent de
I’assemblage d’ions sulfures et d’atomes de fer dans différents états d’oxydation. Ces
agrégats tels que le 2Fe-2S, le 3Fe-4S ou le 4Fe-4S forment une structure plus
communément appelée cluster [6, 7] (Figure 1). La mitochondrie occupe un réle central
dans la synthése de ces groupements soufre-fer puisqu’elle contient toute la machinerie
nécessaire pour leur assemblage [8]. Ces groupes ont divers roles notamment, au niveau du
transfert d’électrons tels les clusters 2Fe-2S des protéines Rieske, présents dans le
complexe III de la chaine respiratoire mitochondriale, et les clusters 3Fe-4S du complexe I
et II. De plus, la protéine IRP1 (iron regulatory protein) est un senseur de fer et est
présente sous deux formes ayant des activités différentes [8, 9] . La premicre forme de la
protéine, posséde un centre 4Fe-4S qui agit comme aconitase dans le cycle de 1’acide
citrique. Dans les cas de carence en fer, la protéine IRP1 est retrouvée sous la forme 3Fe-4S
et joue le role de régulateur de I’expression de genes impliqués dans le métabolisme du fer

(voir section 3.1).
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Figure 1. Structure des clusters de fer. Les protéines de Rieske du complexe III de la chaine
mitochondriale contiennent des clusters 2Fe-2S. Les clusters 3Fe4S sont également présents dans
les complexes respiratoires I et II et participent aussi au transfert d’électrons. Les centres 4Fe-4S
sont organisés selon une structure cubique et sont présents dans les aconitases, enzymes impliquées
dans le cycle de Krebs. Adapté de [9].

1.1.3 Autres protéines contenant du fer et protéines liant le fer

Cette classe de protéines se caractérise par la présence d’atome(s) de fer directement
associé(s) a la protéine. La ribonucléotide réductase (RR) catalyse la réduction d’un
ribonucléoside diphosphate en désoxyribonucléoside phosphate nécessaire lors de la phase
S de la synthese de I’ADN. En effet, sans le fer, les cellules sont incapables de passer de la
phase G; a la phase S du cycle cellulaire Chez Escherichia coli, la levure, et les
mammiferes, la RR contient deux atomes de fer réagissant avec une tyrosine impliquée
dans la formation du site actif pour donner un radical tyrosyl nécessaire a la réaction
catalytique. Le fer semble également jouer un role critique dans I’expression et la
régulation de plusieurs molécules contrdlant le cycle cellulaire : p53, GADDA45 et

WAF1/p21[10, 11].

Les lipoxygénases contiennent un atome de fer dont ’oxydation permet leur activation.
Elles catalysent 1’oxydation des acides gras et participent a la synthése de 1’acide
jasmonique chez les végétaux. Les lipooxygénases et les cyclooxygénases sont également

des enzymes impliquées dans la réponse inflammatoire [1].



1.2 Protéines liant le fer

Comme mentionné précédemment, la capacité du fer en milieu aqueux a se retrouver sous
deux états redox différents, notamment en Fe*" et en Fe'", lui permet de participer a
plusieurs réactions biochimiques importantes. Cependant, cette propriété devient aussi
dangereuse puisque le fer libre est extrémement toxique et pose une menace importante
pour les cellules et les tissus. En conséquence, le fer nécessite d’étre li¢ a des protéines afin
d’éviter toute toxicité. Trois protéines ont pour fonction la captation et le stockage du fer :

la transferrine (Tf), la lactoferrine et la ferritine.
1.2.1 La transferrine

Chez les individus normaux, le fer extracellulaire circule li¢ a la Tf, une protéine
abondante, ayant une trés grande affinit¢ pour le fer. La Tf est une glycoprotéine
monomérique constituée de deux lobes similaires, le lobe N et le lobe C, qui sont liés par
un court peptide. Chacun de ces lobes est divisé en deux domaines (N1, N2 et C1, C2) au
milieu desquels on y trouve un site de liaison au Fe*". Les deux sites de liaison au fer sont
similaires [12] (Figure 2). Le role fondamental de la Tf est de contrdler les niveaux de fer
libre en liant, séquestrant et en transportant les ions Fe’*. Par le fait méme, la T maintient
la biodisponibilité du fer et prévient le dépot d’agrégats hydroxides Fe’" insolubles. La Tf
est principalement synthétisée par les hépatocytes et est sécrétée par le foie dans le plasma
[13]. Normalement, tout le fer non héminique de la circulation est li¢ a la Tf. De plus,
environ 30% des sites de la Tf sont occupés de maniére a ce que la protéine soit vide de fer
[14]. Les niveaux de Tf sont stables dés la naissance, et varient entre 2 et 3gL" [15]. Des
niveaux de Tf inférieur 4 0.1gL™" sont associés a une plus grande incidence d’infections, des

retards de croissance et de I’anémie [16].

Le fer qui est li¢ a la Tf peut étre capté par les cellules via deux récepteurs décrit jusqu’a

aujourd’hui : le récepteur de la Tf 1 et 2 (TfR1 et TfR2) [17] .



Figure 2. Structure de cristal de la Tf de sérum humain [12]. Le lobe C, illustré en bleu, contenant

un ion Fe’", et le lobe N, en vert, montrant une structure ouverte vide en fer.

1.2.2 La lactoferrine

La lactoferrine est une glycoprotéine qui fait partie de la famille des Tf liant le fer [18].
Celle-ci est retrouvée majoritairement dans le colostrum qui est sécrété¢ par les cellules
glandulaires épithéliales. Elle est également présente dans la plupart des sécrétions
exocrines et fait partie des granules secondaires des neutrophiles [19, 20]. La chaine
peptidique unique qui la constitue est repliée pour former deux lobes homologues pouvant
lier chacun un ion Fe*" [21]. Bien que ce soit le sujet de plusieurs débats, il a été longtemps
proposé¢ que la lactoferrine serait impliqué dans le transport du fer intestinal [22-24].
Cependant, un des role qui semble faire 'unanimité est celui de peptide antimicrobien [25,
26]. En effet, la lactoferrine, en liant le fer, limite la disponibilit¢ de celui-ci pour les
pathogenes [21]. Plusieurs autres protéines sont impliquées dans la défense de I’hote
incluant la lipocaline 2 (lipocaline neutrophile associée a la gélatinase (NGAL), également
appelée sidéroacaline) et la protéine inflammatoire macrophage 2 (MIP-2) qui semblent

séquestrer le fer des tissus infectés par des microorganismes invasifs [27] .



1.2.3 La ferritine

La ferritine peut également lier le fer ; elle a le rdle de protéine de stockage du fer. Celle-ci
est composée de 24 sous-unités de chaines 1égéres et lourdes, assemblées de maniére a
former une cavité pouvant accommoder plus de 4500 ions Fe’™ [28-30]. Cette protéine
acquiert le Fe’", catalyse son oxidation et induit sa minéralisation au niveau de sa cavité
[31]. La séquestration du fer par la ferritine, empéche une toxicité éventuelle par le fer,

notamment di a sa participation dans la formation des ROS.

2. Toxicité du fer

Comme il a ét¢ mentionné préalablement (page 4), les ROS, notamment I’anion superoxide
(027) et le peroxyde d’oxygéne (H,0,), sont continuellement produits par les cellules via
le métabolisme respiratoire de la mitochondrie. Seuls, ces deux intermédiaires ne sont pas
des oxidants trés puissants. Cependant, si le H,O, n’est pas rapidement détoxifi¢ par la
CAT ou la Gpx, il peut y avoir production de radicaux hydroxyls trés toxiques lorsqu’il

réagit avec le Fe (Figure 3) [5] .



Peroxidation lipidique/ Dommage a I’ADN

Radical hydroxyl

Reéaction Fe2+
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Figure 3. Détoxification de 1’oxygéne et réaction de Fenton. Le métabolisme respiratoire génere
I’anion O, qui est rapidement détoxifié¢ par la SOD en H,O, Ce dernier est réduit en H,O par la
GPx et la catalase. Par contre, en présence d’ions Fe*', la réaction de Fenton prend place produisant
le radical hydroxyl OH'.

Donc, le fer libre, particuliérement sous la forme Fe®", posséde un pouvoir pro-oxydant trés
fort en catalysant les réactions de Fenton et Haber Weiss. En effet, dans des conditions

aérobiques, le fer catalyse la génération de radicaux libres comme suit :
Fe*'+0, » Fe*'+ 0,"
20,+2H" - H,0,+ O,
Fe*" + H,0, — OH' + OH + Fe’*

Cette séquence génére le radical hydroxyle OH" qui est I’oxydant le plus réactif dans les
systémes biologiques et par conséquent, le plus dommageable [14]. Les radicaux libres sont
hautement réactifs et sont responsables de I’oxidation des protéines, de la peroxidation des

membranes lipidiques et de la modification des acides nucléiques. Ceci meéne
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éventuellement a une perte de I’intégrit¢ cellulaire ainsi qu’a des dysfonctionnements

importants [32].

Une augmentation des niveaux d’oxygéne réactifs, au-dela des capacités antioxidatives de
I’organisme, est rencontrée dans plusieurs pathologies, telles que I’inflammation chronique
ou encore les désordres neurodégénératifs. De plus, des exces de fer, en état redox, aggrave
le stress oxidatif ce qui accélere la dégénération des tissus [1, 33]. Cet état est retrouvé

notamment chez des patients souffrant de désordre de surcharge du fer.

Ainsi, afin d’empécher toute toxicité et ce, tout en maintenant des niveaux appropriés de
fer, ’homéostasie du fer est finement régulée a la fois au niveau cellulaire et systémique.
Au niveau cellulaire, les quantités de fer sont régulées par une expression coordonnée de
molécules servant a la capture du fer et a son stockage, telles que le récepteur de la

transferrine (TfR) et la ferritine.

3. Métabolisme cellulaire du fer

3.1 Régulation de ’expression du T{fR1 et de la ferritine

Les protéines régulatrices de fer 1 et 2 (IRP1 et IRP2) sont des régulateurs post-
transcriptionnels du fer [34]. Ces protéines interagissent avec des éléments de réponse au
fer (IREs) qui sont des séquences nucléotidiques avec structures secondaires en €pingle a
cheveux. L’ARNm (I’acide ribonucléique messager) du TfR1 comporte 5 séquences IRE
dans leur région 3’non traduite (3’UTR). Les ARNm des chaines légeres et lourdes de la
ferritine présentent un seul IRE dans leur région 5’UTR [35, 36]. L’effet de la liaison
IRP/IRE est différent selon que la séquence IRE est localisée en 3’ ou en 5°. Ainsi, lorsque
les quantités de fer intracellulaire sont faibles, 1’interaction IRP/IRE stabilise I’ARNm
codant le TfR1 (augmentant I’entrée de fer dans la cellule) et inhibe la traduction de
I’ARNm codant pour la ferritine (empéchant le stockage du fer en excés). Un dispositif
adaptif inverse se met en place en cas d’augmentation du contenu cellulaire en fer [37-39]

(Figure 4).
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Figure 4. Régulation du métabolisme cellulaire du fer par le systéme IRE/IRP. Lorsque la cellule
est déficiente en fer, les IRP1/IRP2 sont actives et peuvent se lier dans la région 5’UTR de I’ARNm
de la ferritine pour inhiber son expression, et dans la région 3°’'UTR de ’ARNm du TfR1 pour
augmenter son expression. A I’opposé, lorsque la cellule a des niveaux élevés de fer, I’'IRP1/IRP2
sont inactives, ce qui augmente 1’expression de la ferritine et diminue celle du TfR. Adapté de [36].

De ce fait, lorsque les quantités intracellulaires en fer sont ¢élevées, 'IRP1 s’assemble avec
un cluster 4Fe-4S, I’empéchant alors de se lier a ’ARNm du TfR1 et de la ferritine. De
plus, le groupement 4Fe-4S converti I’IRP1 en aconitase cytosolique, une enzyme
catalysant la conversion du citrate en iso-citrate. A I’opposé, I’IRP2 est dégradée via la voie
ubiquitine/protéasome [37, 39-41]. La réponse IRP n’est pas seulement influencée par les

niveaux de fer, mais également par I’oxygene, le stress oxydatif et I’oxide nitrique [37].

Les souris déficientes en IRP1 démontrent un métabolisme du fer normal a I’exception du
rein et de la présence de gras brun. Une déficience en IRP2, quant a elle, démontre des
niveaux ¢élevés de ferritine et de faible niveau de TfR1 dans plusieurs tissus [42]. La
déficience en IRP2 méne également a une maldistribution du fer, & une microcytose et des

désordres neurodégénératifs [43-45]. Enfin, I’inactivation combinée de IRP1 et IRP2 est
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létale pour les embryons, soulignant I’importance physiologique du systéme régulateur

IRE/IRP [46, 47].

A noter que des séquences IRE sont également présentes sur les génes codant pour la
DMT-1 (divalent metal-ion transporter 1), la FPN (ferroportin) et I’ALAS (enzyme
impliquée dans la synthése de I’héme) [36, 48]. La FPN a un IRE dans son extrémité 5’
alors que la DMT1 a un IRE dans sa région 3’.

Comme décrit ci-haut, la capture du fer par les cellules est majoritairement controlée
localement par les niveaux intracellulaires de fer. En effet, le systéme IRE/IRP permet a
chaque cellule de maitriser la quantité de fer qui y pénétre de mani¢re a assurer des
quantités suffisantes pour les fonctions basales, et a éviter les accumulations de fer dans les
tissus. Par contre, ’export du fer, particulierement par les cellules du foie, des macrophages

et du petit intestin, semble étre régulé par des signaux systémiques.

Les différentes cellules de I’organisme sont dotées de plusieurs moyens pour capturer le fer
de la circulation. En effet, les cellules peuvent acquérir du fer par des mécanismes

dépendants ou indépendants de la Tf.

3.2 Capture cellulaire par des mécanismes dépendants de la Tf

3.2.1 Récepteur de la transferrine (TfR)

Chez I’humain, le TfR1 est une glycoprotéine transmembranaire composée de deux sous-
unités liées par un pont disulfure [49]. Le TfR1 est un homodimére pouvant lier deux
molécules de Tf. Chaque sous-unité est constituée de trois domaines distincts organisés de
maniére & donner une structure en forme de papillon (Figure 5a). Le mécanisme par lequel
la Tf lie le TfR1 est encore peu compris, cependant, des études récentes en microscopie
cryo-électronique, ont révélées que le lobe C de chaque Tf entre en contact avec le domaine
hélicoidal du TfR. De plus, le lobe N de la Tf se lie sous le TfR entrant ainsi en contact
avec le domaine hélicoidal et protéase (Figure 5b) [50]. Il semblerait également se produire
un changement conformationnel au niveau du TfR1, dépendant du pH, permettant ainsi la
liaison a la Tf et la libération du fer [51]. Le TfR1 a pour role de capturer le fer a travers un

cycle d’endocytose et d’exocytose de la Tf [52].
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Figure 5. a) Structure de cristal du TfR humain. Récepteur transmembranaire dimérique composé
de 3 domaines colorés : en vert, le domaine apical, en rouge le domaine protéase et en jaune le
domaine hélicoidal. En bleu, pour illustrer I’autre monomeére. Adapté de [S1]. b) Structure du
complexe Tf-TfR1 en microscopie cryo-électronique. Le lobe C de chaque Tf entre en contact avec
le domaine hélicoidal (jaune) du TfR et les lobes N, sous le TfR, entrent en contact avec les
domaines hélicoidal et protéase (rouge) [50].

Récemment, un second récepteur, le TfR2, qui posséde une forte homologie avec le TfR1, a
été cloné et séquencé [17]. Deux transcrits du gene du TfR2 ont été identifiés, une forme o
et une forme B. Le TfR2- a peut lier la Tf avec une affinité 25 fois plus faible que le TfR1,
suggérant que la capture du fer n’est pas la principale fonction de ce récepteur [53]. Le
TfR2- B ne posséde ni domaine transmembranaire ni domaine intracellulaire et pourrait étre
une protéine intracellulaire [54]. Alors que I’expression du TfR1 est ubiquitaire [36, 55], le
TfR2 est limitée aux hépatocytes, aux cellules de la crypte intestinale et aux cellules
érythroides, lui suggérant un réle davantage spécialisé [17]. Des niveaux plus faibles ont
¢galement ¢ét¢ détectés dans la rate, les poumons, les muscles et la prostate. Ainsi,
I’expression du TfR1 et TfR2 est spécifique aux tissus et est régulée par des mécanismes

distincts, leur attribuant probablement différents roles au niveau du métabolisme du fer.

Dans un modéle murin déficient en TfR1, les souris montrent des dysfonctionnements
séveres au niveau du développement des précurseurs érythroides [56]. Ceci suggere un role
important pour ce récepteur dans 1’érythropoiese, notamment a cause des besoins énormes

de fer pour la synthése d’hémoglobine [36]. Pour ce qui est du TfR2, des études démontrent
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que des mutations, au niveau du géne de ce récepteur, sont liées a une forme

d’hémochromatose [57, 58].
3.2.2 Cycle de la Transferrine

La capture du fer est initiée par la liaison de la Tf diferrique au TfR1 a la surface cellulaire
(Figure 6). Le TfR1, étant exprimé de manicre ubiquitaire, la voie Tf-TfR1 est retrouvée
dans la majorité des cellules, a 1’exception des entérocytes matures de I’intestin. A pH
neutre, le complexe Tf-Fe’*-TfR1 est internalisé via une endocytose dépendante de la
clathrine [52]. L’acidification des endosomes, par des pompes a protons ATP-dépendante,
permet la libération du Fe** de la Tf. Ensuite, le Fe*" est réduit en Fe*" possiblement par la
ferriréductase Steap3, dans les cellules érythroides et les hépatocytes [59], et est transporté
par la DMT]1 vers le cytoplasme. Dans d’autres cellules, la Steap3 n’est pas nécessaire a

’acquisition efficace du fer.

Suite a la libération du fer dans I’endosome, la Tf demeure liée au TfR1 et le complexe est
recyclé vers la surface cellulaire. A pH neutre, & la surface cellulaire, la Tf se dissocie du
TfR1 et celui-ci est alors libre de lier d’autre Tf diferrique [60]. A I’intérieur de la cellule,
une fraction importante du fer est utilisée pour la synthése de I’héme et 1’assemblement de
groupement soufre-fer par la mitochondrie. La ferritine mitochondriale (MtFt), récemment
découverte, est une protéine impliquée dans le transport du fer vers la mitochondrie [61].
Le fer en exces est stocké dans la ferritine et une autre fraction rejoint le LIP (labile iron
pool). Les niveaux de LIP reflétent le statut cellulaire et ainsi, des augmentations ou des

baisses dans le LIP, activent des réponses liées a une déficience ou a une surcharge en fer

[5].
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Figure 6. Capture du fer via la voie dépendante de la transferrine. Le complexe Fe,Tf se lie au TfR1
a la surface cellulaire et est internalisé par un mécanisme impliquant la clathrine. L’acidification de
I’endosome par une pompe a protons permet la libération du fer de la Tf, et la DMT1 permet le
transport du fer vers le cytosol. Une fois dans le cytosol, le fer peut étre transporté via la MtFt vers
la mitochondrie ou il est utilis¢é pour fin métabolique. Les surplus de fer sont stockés dans la
ferritine et une fraction demeure dans le LIP. Le complexe Tf-TfR1 est recyclé vers la surface
cellulaire et la Tf est relachée.

3.3 Capture du fer par des mécanismes indépendants de la Tf

L’existence de mécanismes indépendants de la Tf a été suggéré par la présence de fer non
lié¢ a la Tf (NTBI) chez des patients avec désordre de surcharge du fer (thalassémie et
hémochromatose héréditaire (HH)) [62, 63]. De plus, les patients souffrant de désordre de
synthése de la Tf comme D’atransferrinémie (absence de la Tf) ou I’hypotransferrinémie
(déficit en Tf), présente également une accumulation de fer au niveau des tissus [64, 65].
Ces observations appuient donc la présence, dans le plasma, de NTBI. Environ 50 a 70%
du NTBI, chez des patients avec HH, est retrouvé sous la forme de complexe citrate-fer

[62].

Les transporteurs du NTBI sont encore peu connus. Une étude récente, suggeére que le

transporteur de Zinc SLC39A, Zip14, pourrait étre impliqué dans la capture du NTBI. La
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Zipl4 est hautement exprimée dans le duodénum et le jéjunum, le foie et le coeur. La
surexpression de la Zipl4 dans des cellules HEK293 augmente la capture du Fe**, alors
qu’une inhibition de Zipl4 diminue I’accumulation de fer dans des hépatocytes murins
[66]. D’autres transporteurs impliqués dans le transport du NTBI incluent la DMTI.
L’implication de la DMT!1 a été démontré par la conversion du Fe’™ en Fe™ dans des

hépatocytes, suggérant la présence d’une ferriréductase [67].

Un autre mécanisme de transport du NTBI est retrouvé dans les cardiomyocytes. La capture
du fer s’effectue via des canaux Ca’" de type L. Cette voie est importante dans des
conditions de surcharge de fer car elle permet I’entrée de NTBI au niveau du coeur. Cette
entrée mene a une accumulation de fer au niveau de cet organe et engendre éventuellement
une cardiomyopathie [68]. L’utilisation d’antagonistes des canaux Ca*" de type L inhibe
I’accumulation de fer dans les cardiomyocytes, soulignant leur role dans le transport du

NTBI [69].

En plus de la voie Tf-TfR, les hépatocytes et les cellules érythroides précurseurs peuvent
¢galement capturer le fer via la ferritine [70, 71]. De plus, I’hémoglobine liée a
I’haptoglobine peut étre captée par les macrophages du systéme réticulo-endothélial et les
monocytes via le récepteur CD163. Une autre partie de I’hémoglobine est fixée a
I’hémopexine dans le sang, puis se fixe au récepteur de I’hémopexine sur les hépatocytes,
mais aussi sur macrophages. Une fois captée, 1’hémoglobine est digérée pour libérer

I’héme, qui est également catalysée pour produire du Fe** [72, 73].

Au niveau des cellules rénales, notamment, il semblerait que le fer puisse étre capté par la

cubuline. En effet, le fer serait internalisé via I’endocytose de la cubiline et de la Tt [74].

Une nouvelle voie pour la capture du fer a récemment été décrite et implique la molécule
NGAL [75, 76]. Cette protéine est impliquée dans un grand nombre de processus
cellulaires (notamment modulateur de la réponse inflammatoire) et est sécrétée entre autre
par les neutrophiles et les cellules épithéliales. Il a été montré que cette protéine couplée a
un sidérophore (métabolites chélateurs liant le fer) peut transporter le fer. Le mécanisme
par lequel les cellules acquicrent le fer via NGAL est encore peu compris, cependant il a

été décrit que NGAL est internalisée dans des endosomes tout comme la Tf.
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4. Métabolisme systémique du fer

Etant donnée I’absence de moyens efficaces d’excréter le fer chez les mammiféres,
I’équilibre des quantités corporelles de fer est maintenu par le contrdle des taux
d’absorption de la di¢te. Cette régulation, au niveau systémique, a pour but d’obtenir des
quantités suffisantes de fer pour répondre aux besoins de toutes les cellules du corps,

particuliérement les érythrocytes qui sont les consommateurs majeurs de fer du corps.

4.1 Absorption intestinale du fer

Dans des conditions normales, les mammiferes acqui¢rent du fer exclusivement de la diéte.
L’absorption du fer se fait au niveau du petit intestin, plus précisément par les entérocytes
matures de la villosité¢ duodénale. En effet, des cellules précurseurs multipotentes, présentes
dans les cryptes du duodénum, proliférent et se différencient en cellules absorbantes ou
entérocytes [77] (Figure 7). Ces entérocytes sont hautement spécialisés dans 1’absorption de
nutriments présents dans la lumiére intestinale du petit intestin. Leur membrane apicale est
constituée de microvillosités ce qui permet d’augmenter la surface d’absorption [78]. Une
fois que les cellules ont migrées de la crypte au sommet de la villosit¢ duodénale, les
entérocytes sénescents sont exfoliés et excrétés. Etant donnée I’absence de TfR a la surface
des entérocytes matures, le transport du fer, par les cellules intestinales, différent des autres

cellules [79]. En effet, seules les cellules immatures de la crypte du petit intestin expriment

le TR [80, 81].
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Figure 7. Croissance des cellules du petit intestin. Les cellules souches de la crypte intestinale
proliférent et se différencient en entérocytes. Les entérocytes de la villosité intestinale sont dotés de
structure villositaire leur conférant une grande capacité d’absorption. Une fois le sommet de la
villosité atteint, les entérocytes sont ¢liminés par exfoliation et desquamation tous les 3-4 jours.
Adapté de [82].

Le fer provenant de la diéte se trouve sous deux formes : le fer héminique de la viande et le
fer non héminique des végétaux et des produits laitiers [83]. L’obstacle majeur a
I’absorption du fer de la diéte est qu’il se trouve majoritairement sous la forme Fe’”, une
forme qui est insoluble en milieu aqueux au pH physiologique. Ainsi, 1’absorption
intestinale du fer s’effectue en trois étapes : 1- Réduction du fer et passage a travers la
membrane de I’entérocyte, 2- Ultilisation et stockage du fer, 3- Export du fer vers la

circulation.
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4.1.1 Réduction du fer et passage dans I’entérocyte

Au niveau de la lumiére intestinale, le fer non héminique Fe’* doit étre réduit en Fe** par les
ferriréductases (Figure 8). La cytochrome b Duodénale (Dcytb) est la premicre
ferriréductase apicale a étre décrite comme étant une protéine héminique, qui utilise
I’ascorbate pour faciliter la ferriréduction [84]. Cependant, 1’élimination de la Dcytb dans
un modéle murin n’a pas démontré un phénotype de déficience en fer, suggérant que celle-
ci n’est pas essentielle a 1’absorption intestinale du fer, chez la souris, et qu’il existerait

probablement une autre ferriréductase [85].

Une fois réduit, le Fe®" est transporté & travers la membrane cellulaire de 1’entérocyte via le
DMTI1, membre de la famille des protéines associées a la résistance naturelle du
macrophage (Nramp) (famille de protéines membranaires qui facilite I’absorption cellulaire
d’ions métalliques divalents couplée a I’entrée de protons). La DMT1 est un symporteur a
protons qui requiert un pH faible pour un transport efficace [86]. Une mutation spontanée
unique au niveau du géne de la DMT1, chez des souris et des rats, cause des dysfonctions
significatives au niveau de I’absorption intestinale, suggérant I’importance de cette protéine

dans le transport intestinal du fer [87, 88].

Un second mécanisme, permettant également 1’absorption du fer non héminique, ferait
intervenir un complexe mucines-intégrines-mobilferrine. Ce modele, proposé par un seul
groupe, décrit que le Fe’* se lie premiérement a I’intégrine B3 située a la surface des cellules
intestinales, pour ensuite étre transféré a une protéine chaperonne appelée mobilferrine [89-93].
Dans le cytoplasme, le complexe protéique intégrine-mobilferrine se combine a la flavine
monooxygénase et a la B2-microglobuline pour former la paraferritine. La paraferritine possede
une activité ferriréductase permettant la conversion du Fe’” en F ¢*". Cette voie serait retrouvée
seulement au niveau des entérocytes de 1’intestin, et son importance au niveau de 1’absorption

intestinale n’a pas été clairement établi [92, 93].

Une autre source de fer dans la diéte provient du fer héminique. L héme résulte du bris de
I’hémoglobine et de la myoglobine retrouvée dans la viande. Le transport du fer héminique
semble se faire via la protéine transporteuse d’héme (HCP1), exprimée a de hauts niveaux

dans le duodénum [78, 94]. Suite a la liaison de I’héme a ’HCP1, a la surface cellulaire, le
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complexe est internalisé par endocytose. Le métabolisme intracellulaire de 1’héme reste
encore peu compris, mais il est suggéré que les vésicules endosomales migrent jusqu’au

réticulum endoplasmique ou le fer est libéré de I’héme par ’héme oxygénase 1 (HO1).
4.1.2. Utilisation et stockage du fer dans la cellule

Le fer libéré de ’héme ou importé de I’entérocyte par la DMTI, se rajoute au LIP. Le
caractére moléculaire du LIP reste ¢lusif, mais il peut étre composé de chélateur a faible
poids moléculaire ou de protéines chaperonnes qui lient et transportent le fer [95]. Apres
capture, le fer peut soit étre utilisé par les protéines de 1’entérocyte comme cofacteur
inorganique ou étre dirigé vers la ferritine. En effet, si les réserves corporelles en fer sont
suffisantes, le fer est dirigé vers la ferritine ou il sera perdu lors de la desquamation
entérocytaire qui a lieu tous les 3-4 jours [82]. Autrement, le fer est exporté vers la

circulation.
4.1.3. Export du fer vers la circulation

La ferroportine 1 (FPN), aussi appelée IREG1 (iron regulated gene 1) ou MTP1 (metal
transporter protein 1), est responsable de 1’export basolatéral du fer [96]. Cette protéine est
exprimée au niveau des microvillosités du petit intestin et sur la surface basolatéral des
cellules épithéliales polarisées. Cette protéine a également été¢ détecté dans les hépatocytes
et dans les macrophages [97]. Dans un modele murin, la déficience globale en FPN est
létale pour I’embryon car elle est critique pour le transfert materno-embryonnique du fer
[98]. De plus, la déficience sévere en fer, engendrée par I’inactivation sélective de la FPN
dans I’intestin, a été corrigée par I’administration parentérale de fer a des souris. Ces études
démontrent le role essentiel de cette molécule en termes d’export du fer. La FPN reste

jusqu’a maintenant, la seule molécule capable d’exporter le fer [99].

L’export cellulaire du fer requiert I’association d’une activité ferroxidase. Au niveau de
I’intestin, 1’hephaestine, un homologue de la ceruloplasmine, semble mener cette activité.
Le site précis de activité de la ferroxidase est encore incertain, mais le Fe*™ doit étre oxidé

en Fe’" afin de se lier a Tf plasmatique [100-102].
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Lumiére intestinale Circulation

Figure 8. Absorption intestinale du fer. Le fer non héminique est réduit de Fe’™ a Fe®* par la
ferriréductase Dcytb et est transporté a 1’intérieur de 1’entérocyte via le transporteur DMT1. Le fer
héminique traverse la membrane cellulaire par 'HCP1 et est réduit par ’'HO1 a I’intérieur de la
cellule. Une fois dans la cellule, le Fe** des deux sources rejoint le LIP, est stocké sous forme de
ferritine ou est exporté vers la circulation. L export du fer vers la circulation s’effectue par la FPN,
qui est associée a I’hephastine et oxide le Fe*" en Fe’'. Deux atomes de Fe’* se lient a la Tf,
permettant ainsi la circulation du fer dans le sang.

4.2 Distribution corporelle du fer

Chez I’adulte, le contenu total en fer de I’organisme est de 3 a 4 g. De fagon quotidienne,
I’adulte absorbe 1-2 mg de fer de la dicte afin de compenser pour les pertes (par exfoliation
des entérocytes sénescents dans le tube digestif, desquamation de la peau, menstruations
chez les femmes, et autres pertes) [103] (Figure 9). La majorité du fer (60-70%) participe a
I’érythropoiése, dans la moelle osseuse, pour former I’hémoglobine des globules rouges du
sang [104, 105]. En fin de vie, les globules rouges sénescents sont phagocytés par les
macrophages. Le fer libéré par ’hémoglobine est relaché dans la circulation et recyclé dans
la moelle osseuse pour I’érythropoiese. Environ 20-30% du fer corporel est stocké par la
ferritine dans le foie et les macrophages. Le reste du fer est majoritairement localisé dans la

myoglobine des muscles, les cytochromes et les groupements soufre-fer [1].
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Figure 9. Distribution corporelle du fer chez I’adulte. Les valeurs en fer de divers organes et tissus
d’individus normaux sont spécifiées. Adapté de [1, 36].

4.3 Régulation systémique du fer

Les échanges de fer, se faisant entre les différents compartiments, sont finement régulés et
sont dépendant des besoins corporels en fer. Deux modeles ont été proposé€s afin
d’expliquer la manicre selon laquelle 1’absorption intestinale est régulée [106]. Le premier
modele est celui de la programmation par les cryptes du petit intestin. Ce modele propose
que les cellules de la crypte agissent comme senseur des niveaux corporels de fer via les
entérocytes de la villosité intestinale. Le second modele propose que I’hepcidine, une
hormone peptidique en circulation, soit influencée par les divers régulateurs du fer (contenu
total en fer, I’hypoxie, I’activité érythropoiétique et 1I’inflammation) et interagit avec les

entérocytes de la villosité duodénale pour réguler les taux d’absorption.
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4.3.1 Modg¢le de programmation par les cellules de la crypte

Ce modele propose que les cellules de la crypte, du petit intestin, capturent du fer de la
circulation, via la voie TfR-Tf [107, 108]. Ainsi, les niveaux intracellulaires de fer, des
cellules de la crypte, correspondent a la quantité de fer présent dans 1’organisme. En effet,
dans des conditions normales, la captation de fer par le complexe Tf-TfR est relativement
proportionnelle a la quantit¢ de fer dans le plasma [109, 110]. Le mécanisme de
programmation fait en sorte que les cellules de la crypte exprimeront des niveaux
appropriés de transporteurs lorsque I’entérocyte migrera vers la zone d’absorption du
duodénum (villosités) [111, 112]. De cette maniére, les cellules de la crypte seront
programmées a une absorption adéquate aprés leur maturation en entérocyte. Ceci laisse
sous-entendre que si les niveaux corporels en fer sont faibles, les cellules de la crypte
agiront comme senseur, et exprimeront davantage de transporteurs du fer, comme la

DMT1, sur les entérocytes en développement de la villosité duodénale.
4.3.2 Régulateurs de I’absorption intestinale

Dans le corps, les pertes de fer ne sont pas régulées et ¢’est pourquoi I’absorption du fer par
le duodénum joue un rdle critique en terme d’homéostasie [113]. Il existe plusieurs facteurs
capables d’influencer 1’absorption intestinale du fer. Toutefois, les deux facteurs
prédominants sont le contenu total de fer de I’organisme (représenté majoritairement par le
fer du foie et des macrophages réticulo-endothélial) et le fer nécessaire a I’érythropoicse.
Comme vu précédemment, la majorit¢ du fer présent dans 1’organisme se retrouve au
niveau des globules rouges. Dans la moelle osseuse, le fer est utilisé pour le développement
des érythrocytes et pour I’incorporation dans I’hémoglobine. Ainsi, lorsque 1’érythropoicse
est stimulée, dans des situations telles 1’hémorragie ou I’hypoxie, le fer est extrait du
plasma et la libération du fer par les macrophages est augmentée. Si le recyclage par le
systéme réticulo-endothélial n’est pas suffisant pour répondre a 1’érythropoicse, alors
I’absorption intestinale sera aussi augmentée. De la méme maniére, le corps semble avoir
un niveau optimal de fer et lorsque le contenu en fer diminue, I’absorption intestinale

augmente [114].
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L’inflammation est un autre régulateur important du métabolisme du fer. La réponse de
I’organisme face a I’inflammation est de minimiser les quantités de fer pour les pathogénes
bactériens invasifs. Pour ce faire, la libération du fer par le foie et les macrophages ainsi
que I’absorption intestinale sont diminués. Dans certains syndromes inflammatoires,
infectieux, et cancéreux, cette diminution de la quantité de fer est associée a I’anémie de

I’inflammation ou I’anémie chronique inflammatoire [115].
4.3.3 L’hepcidine

L’hepcidine est synthétisée et sécrétée majoritairement par les hépatocytes, mais a été
retrouvé a de moindre niveaux dans I’estomac, I’intestin, les poumons, les reins, le colon et
le coeur [116, 117]. Le gene de I’hepcidine (HAMP) code pour une protéine précurseur de
84 acides aminés, qui est ensuite clivée pour générer un peptide mature de 25 acides
aminés, trés structuré par la présence de 8 cystéines formant 4 ponts disulfure [118]. Outre

son role dans le métabolisme du fer, I’hepcidine est aussi un peptide anti-bactérien [119].

Le premier lien entre I’hepcidine et le métabolisme du fer a été démontré par le fait que
malgré la présence normal de hauts niveaux d’hepcidine dans le foie, son expression est
augmentée dans des modéeles de souris avec surcharge du fer [116]. Peu apres, un autre
groupe a montré que l’inactivation du geéne de 1’hepcidine, chez la souris, méne a un
phénotype de surcharge du fer [120]. Des études subséquentes, ont montrées que la
surexpression de HAMP, chez des souris transgéniques, cause une anémie. Ceci était
causée par une interruption de 1’absorption intestinale et par la rétention du fer dans les
macrophages [121]. L hepcidine est probablement donc le “’store regulator’’ contrélant la

sortie du fer des entérocytes duodénaux et des macrophages.

4.3.4 Contrdle de I’homéostasie du fer par I’hepcidine

Chacun des régulateurs de 1’absorption intestinale, mentionnés plus haut, influence aussi
I’expression de I’hepcidine par le foie. Une fois exprimée, I’hepcidine se lie directement a
la FPN, cause son internalisation et sa dégradation [122, 123]. Ainsi, au niveau de
I’entérocyte ceci entraine une diminution de 1’export basolatéral de fer et par conséquent,

une diminution de D’absorption intestinale de fer. Au niveau du macrophage réticulo-
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endothélial et des hépatocytes, 1I’hepcidine engendre ¢galement une diminution de la sortie

du fer et donc, une augmentation du stockage de fer [124].

L’expression de I’hepcidine est diminuée en réponse a des stimuli qui augmentent la
libération de fer (lors de déficience en fer, hypoxie et érythropoicse), et augmente dans des
conditions ou I’export de fer est inhibé (augmentation de fer dans le sérum, inflammation)

[116, 121, 125].

Lors d’inflammation, 1’expression de 1’hepcidine est considérablement augmentée et ce,
indépendamment des contenus en fer ou de I’activité érythropoiétique [127, 128]. La
cytokine interleukine 6 (IL-6) est un important inducteur de la synthése de I’hepcidine lors
d’inflammation aigue [128, 129]. Ainsi, dans certains cas d’inflammation chronique,
I’induction de I’hepcidine par I’IL-6 réduit la quantité de fer disponible pour la moelle

osseuse ce qui contribue a I’anémie de 1’inflammation [130, 131].

Lorsque la production d’érythrocytes n’est pas adéquate, comme dans les cas d’hypoxie ou
d’anémie, la réponse homéostatique est de produire plus de globules rouges. Dans ce cas,
I’expression d’hepcidine diminue ce qui permet d’augmenter I’absorption intestinale du fer

et I’export du fer par les macrophages et les hépatocytes.

Comme il a été vu dans cette section, le métabolisme systémique est finement régulé et
I’hepcidine joue un role prépondérant en termes de régulation. Des perturbations des
niveaux corporels de fer peuvent éventuellement mener a divers états pathologiques,

notamment a des désordres de surcharge du fer.

5. Désordres de surcharge du fer

Les anomalies du métabolisme du fer conduisent a divers états pathologiques, notamment a
des désordres qui sont dus a une augmentation de ’absorption intestinale du fer, menant
¢éventuellement a une surcharge du fer. Il existe différentes maladies de surcharge du fer,
celles qui sont liées a des mutations du géne HFE, et celles qui sont causées par d’autres

mutations.
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5.1 Désordre de surcharge du fer lié au géne HFE

L’hémochromatose héréditaire de type 1 est la forme héréditaire la plus répandue dans la
population caucasienne [132]. Ce désordre est causé par des mutations du gene HFE et est
transmis sur un mode autosomique récessif. Les patients souffrant de cette maladie ont une
absorption intestinale augmentée du fer et une accumulation de fer dans plusieurs tissus

[133].
5.1.1 La protéine HFE

Le géne HFE a été identifié sur le chromosome humain 6p en 1996 par le groupe de Feder
et al. [134]. Le produit du géne HFE est une glycoprotéine transmembranaire de 343 acides
aminés qui fait partie des protéines du complexe majeur d’histocompatibilité¢ de classe 1
(CMH de classe 1) [135]. Les six premiers exons du géne HFE codent pour les six
domaines différents de la protéine : un peptide signal, trois domaines extracellulaires (les
boucles al, a2 et a3), une région transmembranaire et une courte région intracellulaire
(Figure 10 a et b) [134]. Le domaine a3 de la protéine HFE s’associe par un pont disulfure
a la B2-microglobuline, interaction indispensable a la migration de la molécule a la surface
cellulaire [136]. Malgré son homologie structurale avec les molécules du CMH de classe 1,
HFE ne lie pas de peptide dii a sa niche peptidique trop étroite et n’a aucune fonction

immunologique connue [135].
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Figure 10. a) Le géne HFE. Le géne HFE est constitué de sept exons, qui permettent d’obtenir
I’ARNm. Chacun des six premiers exons code pour un domaine distinct de la protéine HFE. La
position des mutations HFE est également indiquée b) La protéine HFE. La protéine est exprimée a
la surface cellulaire en association avec la f2-microglobuline. Les trois domaines extracellulaires
sont appelés al, 02 et a3 [137]. ¢) Structure de cristal de la protéine HFE montrant la mutation
C282Y dans le domaine a3 et la mutation H63D dans le domaine a1 [135].
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Plusieurs études ont démontrées que la protéine HFE est impliquée dans la régulation de la
capture du fer. Des études in vitro, ou HFE est transfecté a des cellules HeLa et HEK293,
ont démontrées que ’expression d’HFE diminue les niveaux de fer cellulaire [138]. De
plus, de nombreuses évidences prouvent que HFE diminue les niveaux intracellulaires de
fer : une diminution des taux de ferritine, une augmentation du TfR, une augmentation de la
liaison IRP/IRE et une diminution de la capture du fer médiée par la Tf [139-143]. En effet,
Gross et al ont démontrés que des cellules en culture, qui expriment la protéine HFE, ont
des niveaux augmentés de TfR et une diminution de la ferritine; ceci est caractéristique
d’une cellule qui a de faibles niveaux intracellulaires de fer (qui est aussi engendré par une
augmentation de I’interaction IRP/IRE étant donné les faibles niveaux de fer). Bien que les
niveaux de TfR soient augmentés, Corsi et al ont démontrés que HFE diminue
spécifiquement le captage du fer de la Tf. Ces études ont été déterminantes pour

comprendre le réle de la protéine HFE.

Les mécanismes moléculaires par lesquels la protéine HFE diminue le fer intracellulaire
restent controversés. Des premieres études ont montrées que la protéine HFE se lie au TfR
et réduit ainsi son affinité pour le complexe Fe,-Tf [144]. Au pH de la surface cellulaire
(pH~7.4), HFE et TfR forme un complexe de trés forte affinité, alors qu’a un pH acide,
correspondant au pH des vésicules intracellulaires, il y a peu ou absence totale de liaison
entre HFE et TfR. Ceci suggere que la proté¢ine HFE se dissocie du TfR dans les
endosomes acidifiés [145]. Des études biochimiques ont montrées que la protéine HFE et
Fe,-Tf peuvent se lier simultanément au TfR pour former un complexe a trois molécules,
constitué¢ de la protéine HFE et du Fe,-Tf 1i¢ a un TfR homodimere (Figure 11) [50, 135].
Des études ultérieures indiquent que le mécanisme d’inhibition par HFE n’est pas di a une
diminution de I’affinité du TfR pour Fe,-Tf, mais plutot a une compétition entre le Fe,-Tf
et HFE pour le site de liaison au TfR [139, 144, 146]. Ceci indique que HFE et Fe,-Tf ont
des sites de liaison qui se chevauchent [147]. Une autre étude, ou la protéine HFE est
surexprimée dans des cellules HeLa, suggere que HFE diminue le nombre de sites de
liaison pour Fe,-Tf et affecte le taux d’endocytose du TfR [148, 149]. A 1’opposé, un autre
groupe a démontré que la surexpression de HFE dans les cellules HeLa n’avait aucun
impact sur le taux d’endocytose du TfR [143]. Ce groupe propose plutdt que la protéine

HFE diminue I’acquisition cellulaire du fer par la Tf a I’intérieur des vésicules endocytées.
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Ceci peut étre di a une diminution de la libération du fer par la Tf, par un changement du
pH dans 1’endosome ou a une inhibition du transporteur responsable de I’export du fer vers
I’extérieur de I’endosome. Bien que le mécanisme d’HFE ne soit pas encore clair,

I’unanimité est qu’elle engendre un phénotype de déficience en fer.

La protéine HFE est exprimée de maniere ubiquitaire [134]. En effet, ’ARNm de la
protéine HFE a été retrouvé a de faibles niveaux dans la rate, ’ovaire, le cerveau, la
prostate, le colon, le pancréas, le placenta, le coeur, le muscle squelettique, les poumons,
les reins, les cellules de Kupffer, les monocytes, les granulocytes et les macrophages
tissulaires [150-152]. L’expression de la protéine est beaucoup plus importante dans le petit
intestin et dans le foie [134, 153]. Dans le petit intestin, la protéine HFE est hautement
exprimée dans les cellules de la crypte duodénale, lui suggérant un réle dans la modulation

de I’absorption intestinale [153, 154].

Figure 11. Structure de cristal du complexe TfR-HFE. Illustré, le TfR homodimere avec une
molécule HFE (en bleu) et une molécule Fe,-Tf (en vert) [50].

5.1.2 Mutations HFE

I1 existe différentes mutations connues pouvant mener a I’hémochromatose héréditaire de

type 1 (HH) (Figure 10a). La majorité des patients souffrant d’HH dite classique, posseéde
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un simple changement de base (G—A) sur I’exon 4 menant a la substitution d’une cystéine
par une tyrosine sur 1’acide aminé 282 [155]. La mutation C282Y est retrouvée en majorité
chez les sujets de type caucasiens, d’ancétres européens, avec une fréquence des porteurs
comprise entre 10 et 15% [156, 157]. Au Québec, la mutation C282Y est retrouvée chez
8.6% de la population [158]. Dans 83% des cas, les patients atteints d’HH classique sont
porteurs de la mutation C282Y a I’état homozygote [134, 157, 159]. Toutefois, ce ne sont
pas tous les patients homozygotes pour la mutation C282Y qui développeront des signes
cliniques de I’HH. Cette observation vient appuyer le role d’autres mutations du géne HFE
ou de mutations dans d’autres génes du métabolisme du fer comme éléments déterminant

dans le développement de I’'HH [157, 160].

Une mutation plus commune que la C282Y, dans la population générale, est une
substitution d’une histidine par un aspartate a la position 63 de 1’acide I’aminé. La mutation
H63D est retrouvée chez environ 15 a 40% des caucasiens, mais n’est pas associée a un
risque élevé de surcharge de fer [161, 162]. Dans la population québécoise, 31.1% de la
population sont hétérozygotes pour H63D et 2.4% sont homozygotes [158]. La mutation
H63D, a I’état hétérozygote ou homozygote, peut mener a de faibles augmentations des
niveaux de fer, mais rarement a un désordre de surcharge de fer [163]. Un fait important est
que la mutation H63D et la mutation C282Y n’ont jamais été retrouvées sur un méme
allele. En effet, compte tenu de 1’absence de recombinaison génétique dans cette région,
chacune des mutations est exclusive [134]. Ainsi, il a été démontré que la mutation H63D
mene, dans quelques cas, a I’HH lorsqu’elle est li¢e a la mutation C282Y a I’état
hétérozygote composite [164]. Cependant, le risque de surcharge du fer a [I’état
hétérozygote composite est nettement inférieur a celui de I’homozygocité C282Y. Au

Québec, cet état est retrouvé chez 1.7% de la population.

Une autre mutation du géne HFE entraine la substitution d’une sérine par une cystéine en
position 65 [165]. Certaines études suggerent que la mutation S65C, a 1’état hétérozygote
composite avec la mutation C282Y ou H63D, pourrait étre faiblement liée au
développement de surcharge du fer. Cette mutation est retrouvée chez environ 1 a 5% de la

population caucasienne [165-167]. De plus, les mutations G93R, 1105T, Q127H et R330M
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semblent étre présentes a I’état hétérozygote composite avec C282Y dans certains cas

dHH [168].

5.1.3 Effets des mutations HFE sur I’interaction HFE-TfR

La mutation C282Y empéche la formation du pont disulfure entre la B2-microglobuline et
le domaine a3 et par conséquent, empéche 1’expression de la protéine HFE a la surface
cellulaire (Figure 10c) [136, 169]. 1l a été démontré, en culture cellulaire, que la protéine
HFE mutante est retenue a I’intérieur du réticulum endoplasmique et des compartiments du
Golgi et par conséquent, son processus de maturation est retardé et elle subit une
dégradation accélérée [169]. Ainsi, comme il a été vu précédemment, dans des états non
pathologiques, la protéine HFE forme un complexe avec le TfR et engendre un phénotype
de déficience en fer. Toutefois, lorsque la mutation C282Y est présente, 1’association entre
la protéine HFE avec le TfR ne se fait pas et par conséquent, la protéine ne peut plus jouer
son role [144]. D’un autre c6té, la protéine HFE mutée pour H63D est exprimée a la
surface cellulaire, et est capable de former un complexe avec le TfR [144]. Cependant, son

affinité pour le TfR est moindre que pour la protéine HFE sauvage [135].

Des souris déficientes en HFE et en B2-microglobuline montrent un phénotype de
surcharge du fer similaire a celui observé dans ’HH, confirmant ainsi que la mutation

(C282Y engendre une diminution de la fonction d’HFE [170, 171].

5.1.4 Effets des mutations HFE sur I’absorption intestinale

Le modéle de programmation de la crypte a été longtemps adopté pour expliquer
I’augmentation de I’absorption intestinale chez les individus souffrant d’HH [60]. Il a été
clairement démontré qu’il existe de hauts niveaux d’HFE au niveau basolatéral des cellules
de la crypte intestinale et une absence de transporteur apical DMT1 chez celles-ci. Ainsi,
comme il a été vu, les patients atteints d’HH ont des niveaux d’HFE fonctionnel plus bas

que les individus non atteints. Ceci étant-dit, cette déficience en HFE, contribuerait alors a
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des niveaux de LIP supérieur dans les cellules de la crypte duodénale. Par conséquent,
lorsqu’une cellule précurseur, d’un individu avec HH, se différencierait, le LIP initial sera
relativement élevé. Apres différenciation, le LIP élevé contribuera, via 1’activité IRE/IRP, a
une augmentation de 1’expression de transporteur basolatéraux FPN dans les entérocytes
matures. Par la suite, I’augmentation de I’efflux cellulaire par la FPN, diminuera a son tour
le LIP, ce qui augmentera les niveaux de DMT1 (via P’activité IRE/IRP) au pole apical de
I’entérocyte. Si I’activité de la FPN surpasse celle de la DMTI1 et que la capture de fer par
la DMTI1 est équilibrée par son export, alors le LIP restera bas. Ce modéle expliquerait
pourquoi les patients avec HH ont de hauts niveaux de DMT]1 et de bas niveaux de ferritine
[172-174]. Ce modéle a cependant ét¢ remis en question depuis la découverte de

I’hepcidine et la reconnaissance de son rdle dans I’homéostasie du fer [175].

En effet, il existerait un lien entre 1’hepcidine et ’'HH. En premier lieu, chez la souris
déficiente pour le géne HFE, il a été démontré que les niveaux d’expression hépatique de
I’hepcidine n’étaient pas en relation avec les niveaux de fer hépatique [176]. De plus, chez
I’homme, une baisse de I’expression de I’ARNm de I’hepcidine a été retrouvé dans des
biopsies de foie de patients hémochromatosiques [177, 178]. Une autre étude a démontr¢,
qu’il était possible de corriger le phénotype de surcharge de fer en faisant exprimer de
facon constitutive le géne de I’hepcidine chez des souris déficientes en HFE, et présentant
de faible niveaux d’expression de I’hepcidine [179]. Suite a ces études, il a été conclu que
la protéine HFE assurerait probablement la réception et la transmission d’un signal reflétant
le stock en fer de I’organisme aux sites hépatocytaires de synthése de I’hepcidine. Ainsi, en
cas de mutations d’HFE, le signal ne se ferait pas de maniére efficace, résultant en une
synthese insuffisante d’hepcidine ce qui empécherait I’inhibition de 1’absorption intestinale

par ’entérocyte [180].
5.1.5 Hémochromatose héréditaire de type 1

A I’état précoce, les patients avec HH de type 1 restent souvent asymptomatiques, mais a
long terme, la surcharge en fer peut mener a des symptomes tel que la fatigue, I’arthralgie
et la perte de libido [181]. L’accumulation de fer notamment au niveau du foie, du coeur et
du pancréas se fait graduellement et les dommages apparaissent généralement entre 40 et

50 ans [182]. L’HH peut éventuellement entrainer des cardiomyopathies, du diabéte, de
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I’hypogonadisme, de I’ostéoarthrose, la pigmentation de la peau (bronz¢), cirrhose du foie
et carcinome hépatique. Le diagnostique de I’HH se fait par des tests biochimiques tel que
les enzymes du foie, la saturation de la Tf et les niveaux de ferritine. La phlébotomie reste
encore le meilleur traitement pour traiter I’HH [183]. Les patients subissent des saignées
de 500 mL chaque semaine jusqu’a ce que les concentrations de ferritine du sérum soient

diminuées.

5.2 Désordres de surcharge du fer non liés au géne HFE

Autre que ’'HH de type 1, il existe plusieurs désordres de surcharge du fer. Ceux-ci sont
brievement énumérés dans le Tableau I. Les désordres de surcharge de fer meénent a
I’accumulation de fer dans plusieurs organes et sont associés a un haut risque de développer

un cancer, en particulier les carcinomes hépatiques.
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Tableau I. Classification des Hémochromatoses [182]

Types d’hémochromatose Géne muté ou cause

Hémochromatoses primaires (héréditaires)

Hémochromatose héréditaire de type 1 HFE
Hémochromatose juvénile type 2a Hemojuvénile (HIV)
Hémochromatose juvénile type 2b Hepcidine (HAMP)

Hémochromatose de type 3

Récepteur de la Tranferrine 2 (TfR2)

Hémochromatose de type 4 Ferroportin (FPN)
Hémochromatose de type 5 Ferritine
Acéruloplasminémie Céruloplasmine
Atransferrinémie Tranferrine (Tf)
Hémochromatose néonatale Non connue

Surcharge en fer africaine

Non connue

Hémochromatose Secondaire

Thalassémie, anémie sidéroblastique

Défaut dans 1’érythropoiese qui engendre
une hyperabsorption du fer

Apport excessif en fer (orale, transfusions)

Hypertransfusion liée a des maladies qui
requiert des transfusions chroniques

Maladies chroniques du foie

Hépatite B et C, cirrhose liée a I’alcool

Porphyrie cutanée tardive

Défaut dans la synthése de I’héme
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6. Implications du fer dans la néoplasie

La majorité des données actuelles soutiennent le fait qu’il existe un role entre le fer et le
développement de cancers. Plusieurs mécanismes pourraient étre responsables de la
carcinogenese par le fer : il pourrait produire des ROS, affecter le systéme immunitaire ou
servir de nutriment pour les cellules cancéreuses. De plus, 1’utilisation de chélateurs pour

inhiber la croissance tumorale est une stratégie de plus en plus investiguée.

6.1 Les mécanismes liés a la carcinogenése du fer

Le fer pourrait étre 1ié au cancer via plusieurs mécanismes. Tout d’abord, la production de
radicaux libres, via les réactions de Fenton Haber-Weiss, pourrait contribuer a la
carcinogenese. Comme il a été vu précédemment, les ROS peuvent s’attaquer aux lipides,
aux macromolécules et a ’ADN. Certaines études suggerent méme que les ROS, produits
par le fer, pourraient cibler spécifiquement certains génes suppresseurs de tumeur [184]. De
plus, il a été proposé que le fer peut induire des voies de signalisation précoces qui peuvent
modifier ’activité de plusieurs facteurs de transcription, tel que I’activator protein 1 (AP-1)
et le nuclear factor kappa B (NFkp) [185]. Etant donné que des sites de liaison d’AP-1 et
NF-kP se retrouvent sur les promoteurs de plusieurs génes, comme 1’IL-6, ’activation de
ces facteurs de transcription pourrait augmenter 1’expression de cette cytokine. Il est connu
que I’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire qui peut avoir des pouvoirs mitogéniques
(prolifération cellulaire) et fibrogénique (impliqué dans la synthése de la matrice
extracellulaire) [186]. Ainsi, la surexpression de I’IL-6 par traitement au fer pourrait mener

a une inflammation chronique et au développement de cancer [187].

Le fer pourrait également affecter le systéme immunitaire. Il a ét¢é démontré que
I’augmentation du fer corporel pourrait favoriser le développement d’infections virales
[188, 189]. Le fer semble également modifier I’activité des cytokines et la prolifération des
cellules immunitaires et par conséquent, la surveillance immunitaire [190]. La perte de
régulation de la balance immunitaire, causée par le fer, pourrait permettre la croissance des

cellules cancéreuses [191, 192].
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Une autre explication fortement appuyée est que le fer sert de nutriment pour la croissance
des cellules cancéreuses. Comme il a déja été discuté, le fer se lie & une enzyme critique a
la prolifération cellulaire : la ribonucléotide réductase (RR). Cette enzyme catalyse la
réduction des ribonucléotides en déoxyribonucléotides, étape limitante pour la synthése des
nucléotides et par conséquent, essentielle a la synthése de I’ADN et a la prolifération
cellulaire [193]. Ainsi, il est connu que les cellules cancéreuses ont des niveaux de TfR
supérieur a leur surface cellulaire comparativement aux cellules normales [194]. Les
cellules cancéreuses captent également le fer plus rapidement via la Tf que les cellules
normales [195-198]. Ceci a ét¢ démontré cliniquement par des cellules tumorales captant
du *’Ga liée a la Tf et exprimant des niveaux élevés de TR [199, 200]. Des expériences sur
des modeles murins suggerent qu’une di¢te sans fer permet de réduire significativement la
croissance tumorale [201, 202]. Ces observations reflétent les besoins accrus en fer, des
cellules cancéreuses, afin de maintenir leurs hauts niveaux de prolifération. De plus, des
anticorps capables d’inhiber la capture de fer, en empéchant la liaison de la Tf au TfR,

peuvent arréter la croissance des cellules cancéreuses in vitro et in vivo [203, 204].

6.2 La ferritine comme marqueur tumoral

Une relation semble exister entre la ferritine et le cancer. En effet, malgré aucune
augmentation dans les niveaux de fer corporel, les taux de ferritine du sérum de patients
souffrant de divers cancers sont augmentés [205-207]. 11 a été proposé que la ferritine soit
un marqueur clinique du stade tumoral et un prédicteur de la survie. Notamment, dans le
cancer rénal, il a été démontré que les niveaux de ferritine corrélaient avec le stade de la
tumeur [208, 209]. De plus, les niveaux cytosoliques de ferritine des tissus cancéreux
¢taient significativement plus élevés que dans les tissus normaux [210]. La ferritine est
¢galement beaucoup plus élevée dans les neuroblastomes de stade III et IV et non dans les
stades I et IT [207, 211, 212]. Ceci a été utilis¢€ comme un indicateur de pronostique; de
hauts niveaux indiquant un faible pronostique et de bas niveaux indiquant un pronostique
meilleur. Des tissus du cancer du sein ont montrés 6 fois plus de ferritine que les tissus
bénins ou les tissus normaux [213]. Une étude a rapporté que 41% des femmes, avec cancer

du sein préopératoire, avaient de hauts niveaux de ferritine [205].



37

6.3 Chélation du fer comme thérapie

Etant donnée les observations ci-haut, la chélation du fer est une approche sensée pour
freiner la croissance tumorale. Le chélateur présentement utilisé pour traiter les désordres
de surcharge du fer est la desferrioxamine (DFO) [214]. Ce chélateur a montré des
propriétés anti-prolifératives contre plusieurs cancers, notamment la leucémie, les
carcinomes hépatiques et mammaires et les neublastomes in vitro, in vivo et aussi dans les
essais cliniques [215-220]. La DFO agit par déplétion du LIP qui est nécessaire a I’activité
enzymatique de la ’enzyme RR [221]. Toutefois, I’efficacité de la DFO est limitée di a sa
faible capacité a traverser les membranes cellulaires et a lier le fer du LIP [222]. En effet,
elle n’a pas été efficace dans un modéle murin de leucémie et de carcinome cervical et dans
des essais cliniques de cancer de la prostate [223-225]. Les limites de la DFO ont
encouragées le développement de d’autres chélateurs plus efficaces. Un groupe de ligand
investigués sont ceux de la classe des PIH (pyridoxal isonicotinoyl hydrazone). Ces agents
ont montré une plus grande capacité de chélation que la DFO [226]. En effet, les PIH ont
montré une efficacité cytotoxique comparable a celle de la bleomycine et de la cis-platine,

agents chémothérapeutiques communément utilisés [227].

Comme il a été présenté, le fer est sans aucun doute li¢ au cancer. Plusieurs cancers ont été
associés avec de haut niveaux de fer dont les carcinomes hépatiques, cancer du colon, du
sein, des reins, des poumons les neurobastomes et les mélanomes [221, 228-232].
Notamment, il a été¢ suggéré qu’une fréquence allélique élevée de I’allele C282Y pourrait
promouvoir le développement du cancer du sein chez les femmes. Outre le cancer du sein,
peu d’études ont été effectuées sur I’implication du fer dans les cancers gynécologiques,

notamment dans un cancer fort agressif comme le cancer épithélial de I’ovaire (EOC).
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7. Cancer épithélial de I’ovaire

7.1 Généralités sur le cancer épithélial de 1’ovaire

Chez les femmes, le cancer épithélial de I’ovaire (EOC) est le cinquieme cancer le plus
mortel et représente le cancer gynécologique le plus 1étal [233]. Le EOC est responsable de
plus de mortalité que le cancer de I’endometre et le cancer cervical [234]. Le pronostique
de ce cancer est faible avec une survie sur 5 ans de 30 a 40% [235]. Etant généralement
asymptomatique, 70% des femmes sont diagnostiquées a des stades déja avancés de la

maladie.
7.1.1 Classification des tumeurs ovariennes

Parmi les nombreuses tumeurs du cancer de I’ovaire, 85 a 90% sont de type épithélial et
sont classées selon différents critéres [236]. Tout d’abord, selon 1’organisation mondiale de
la sant¢ (OMS), les tumeurs sont divisées en 3 classes majeures : bénins (BOV), a faible
potentiel de malignit¢ ou borderline (LMP) et les tumeurs invasives (TOV) [237].
Histologiquement, les tumeurs BOV ne démontrent aucune stratification et ne présentent
pas de cellules atypiques. Les tumeurs LMP posseédent une prolifération épithéliale avec
stratification et cytologie atypique sans invasion du stroma (Figure 12a et b). A 1’opposé,
les tumeurs TOV posseédent un index mitotique élevé, une atypie cellulaire et une invasion
du stroma (Figure 12c et d) [238, 239]. Parmi les tumeurs ovariennes, on distingue divers
types histopathologiques : séreux, mucineux, endométrioide, cellules claires, tumeurs de
Brenner, cellules mixtes, carcinomes indifférenciés et autres [240]. Parmi les divers types
histopathologiques du EOC, les tumeurs séreuses sont les plus fréquentes et le pronostique
de ces patientes est plus faible que celles avec tumeurs mucineuses ou endométrioides
[241]. De plus, le EOC est classé selon le degré de différenciation de la tumeur : les
tumeurs LMP (ou de grade B ou 0) sont légerement différentes des tumeurs bénignes, alors
que les tumeurs de grade 1 (G1) sont bien différenciées, de grade 2 (G2) modérément
différencices et de grade 3 (G3) faiblement différenciées [242]. Par la suite, quatre stades
sont utilisés pour définir le volume et le degré d’invasion de la tumeur. Les tumeurs de

stade I sont limitées aux ovaires, les tumeurs de stade II se sont propagées au-dela des
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ovaires, mais sont encore limitées au bassin, les tumeurs de stade III se sont propagées a
I’extérieur du bassin vers la cavité abdominale et les tumeurs de stade IV présentent des

métastases lointaines [240, 243, 244].

Figure 12. Histologie de tumeurs ovariennes de type papillaire séreuses. a) Tumeur a faible
potentiel de malignité (LMP) a faible grossissement et b) LMP a fort grossissement. c¢) Carcinome
invasif (TOV) de haut grade a faible grossissement et D a fort grossissement [245].

Environ 20% des tumeurs malignes sont des LMP [242]. De plus, les patientes avec
tumeurs LMP séreuses ont une meilleure survie que les patientes avec TOV séreuses. En
effet, les patientes, avec tumeurs LMP séreuses de bas stade, ont une survie sur 5 ans entre
90 et 95% et de 55 a 70% pour les patientes de stade III comparativement a 30-40% pour
les patientes avec TOV séreuses de G3 [246].
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7.1.2 Détection du cancer €pithélial de I’ovaire

La détection précoce du cancer de I’ovaire est limitée par l’absence de symptomes
cliniques spécifiques et par le manque de tests de détection précis. La glycoprotéine
CA125 (Cancer Antigen 125) du sérum est le biomarqueur le mieux caractérisé pour le
EOC [247]. La libération ou la sécrétion de CA125 semble étre directement liée a la voie
de signalisation du récepteur de croissance épithélial [248]. Trois études récentes [249-
251], ont démontré qu’il y avait réduction des niveaux de CA125 durant et apres une
premicre chimiothérapie. De plus, les niveaux de CA125, aprés un premier traitement,
semblent étre prédicteurs de la survie des patientes [252]. Un autre groupe suggere que le
CA125 n’est pas un marqueur pronostique pour les cancers de I’ovaire de stade précoce,
mais plutdt pour les stades avancés [253]. Ce marqueur, lorsqu’il est utilisé, n’est pas
suffisamment sensible et spécifique pour le dépistage du cancer de I’ovaire [254]. En effet,
il a été rapporté que les taux de CA125 du sérum sont élevés chez 80% des patientes avec
EOC, mais également dans plusieurs maladies bénignes gynécologiques et non
gynécologiques [255-258]. Ainsi, ce marqueur n’est pas un marqueur optimal unique pour
le dépistage du cancer de I’ovaire, mais il est plutot utilisé pour le suivi post-opératoire,
suivi des réponses a la chimiothérapie, aux rechutes et a la progression de la maladie [259].
L’identification de nouveaux biomarqueurs est nécessaire, afin de pouvoir diagnostiquer le

cancer de I’ovaire avant qu’il ne se manifeste cliniquement.
7.1.3 Traitements du cancer épithélial de I’ovaire

La chirurgie est généralement le traitement initial pour les femmes avec cancer de 1’ovaire.
Une évaluation chirurgicale permet de stratifier les patientes en deux catégories : les
patientes a bas risque et les patientes a haut risque. Pour les patientes a bas risques désirant
préserver leur fertilité, une salpingo-oorectomie unilatérale sans chimiothérapie est une
option. Les patientes a haut risque (a stade précoce ou avancé de la maladie) nécessitent,
quant a elles, une cytoréduction suivi d’un traitement combiné avec carboplatine et
paclitaxel [260]. Quoiqu’il soit bien connu que I’EOC est modérément sensible a
chimiothérapie, ce qui le différencie de la plupart des tumeurs solides est la haute

corrélation entre la cytoréduction du volume tumoral et une survie prolongée. Des
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procédures telles qu'une chirurgie radicale pelvienne, une résection de 1’intestin et une
chirurgie agressive du haut de [’abdomen, sont communément nécessaires a une
cytoréduction optimale. A noter qu’une cytoréduction optimale a été défini comme étant un
diametre tumoral résiduel entre 0 et 3 cm [261, 262]. Malgré une thérapie de premiére ligne
agressive, avec chirurgie primaire et chimiothérapie, la majorité des femmes avec EOC
avancé développent une récurrence de la maladie [263]. Pour les patientes a haut risque de
développer un cancer de I'ovaire (par exemple avec antécédent familiaux BRCAI1 et
BRCA2) la salpingo-oorectomie bilatérale prophylactique réduit significativement

I’incidence de cette maladie.

L’activité thérapeutique de la cisplatine ou carboplatine est médiée par la formation d’une
espece réactive, par hydrolyse de 1’agent, lors de son entrée dans la cellule. Cette espece
réactive réagit avec I’ADN, ’ARN et les protéines, mais ses effets cytotoxiques semblent
majoritairement di a son intercalation dans I’ADN [264].  Paclitaxel, ou plus
communément connu sous le nom de Taxol, est le premier membre de la famille des
taxanes a étre utilisé comme agent chémothérapeutique [265]. Les taxanes exercent leur
effet cytotoxique par arrét de la mitose, via une stabilisation des microtubules, ce qui
résulte en une apoptose cellulaire. L’ hypothése qui est a la source de I'utilisation de la
chimiothérapie combinée, est que les cellules tumorales résistantes a un des agents seront

sensibles au second agent qui posséde un mécanisme d’action différent.

7.2 Implication du fer dans le cancer épithélial de 1’ovaire

Rares sont les études qui ont tentées de faire un lien entre le EOC et le métabolisme du fer.
En 1997, un groupe a tenté de mesurer les niveaux de ferritine chez des patientes avec EOC
en stade préopératoire [266]. Leurs résultats ont montrés que les patientes avec EOC
avaient des niveaux de ferritine significativemenent plus élevés que les patientes du groupe
contrdle. De plus, leurs résultats suggérent que les niveaux de ferritine sont en lien avec les

différents stades de la maladie.

Comme il a été mentionné précédement, les chélateurs de fer ont été utilisés pour limiter la
croissance de plusieurs cancers. Toutefois, rares sont les études qui ont spécifiquement

étudiées le traitement du cancer de I’ovaire par les chélateurs de fer. Ainsi dit, le groupe de
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Brard et al. a tenté d’étudier 1’effet anti-prolifératif du chélateur de fer desferoxamine
(DFO), sur des lignées du cancer de 1’ovaire humaines CaOV-3 et de rat NUTU-19 [267].
Leurs résultats démontrent que la DFO inhibe la profliération de ces deux lignées du cancer
de I’ovaire de maniére dose dépendante et induit 1’apoptose. En effett, la DFO a réussi a
inhiber la synthése de I’ADN a plus de 90% a une concentration de 200uM pour les
cellules CaOV-3 et a 50uM pour les cellules NUTU-19.

Egalement, récemment, des études ont tenté de démontrer qu’un milieu riche en fer
favoriserait la transformation des kystes endométrioides en cancer de 1’ovaire, notamment
en carcinomes a cellules claires ou endométrioides [268]. Ces études ont montrées que la
concentration de fer libre dans les kystes endométrioides est significativement plus élevées
que dans les kystes non endométrioides. Des résultats similaires ont été retrouvés
histologiquement entres les kystes endométrioides et non endométrioides. La conclusion de
cette ¢tude suggere que les hauts niveaux de fer libre, dans les kystes endométrioides, sont
fortement associés a un stress oxidatif élevé et a des mutations fréquentes dans I’ADN.

Ceci pourrait étre responsable d’une transformation maligne.

Ainsi, a ce jour, aucune ¢tude n’a réussi a établir un lien entre les anomalies du
métabolisme du fer et ’EOC. Nous avons donc choisi d’étudier I’EOC et les désordres de

surcharge du fer, en particulier ’'HH de type 1.
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43



44

1. OBJECTIFS ET BUTS SPECIFIQUES

Le fer est un nutriment indispensable pour la division cellulaire et ce, incluant les cellules

canceéreuses

Hypothése : Etant donnée l'influence de la protéine HFE dans la cellule, des mutations du
gene HFE pourraient favorisées la prolifération et la progression des cellules cancéreuses

¢épithéliales de I’ovaire.

Objectif : Comprendre le role des mutations HFE dans la progression tumorale. Afin

d’atteindre cet objectif, les buts spécifiques suivants sont proposes :

But spécifique 1 :

a) Etudier la fréquence allélique des mutations HFE chez des patientes avec tumeurs
ovariennes bénignes, limites (borderline) et malignes.
b) Etudier I’impact des mutations HFE sur la survie des patientes avec cancer

épithélial de I’ovaire.

But spécifique 2 :

Etudier I’influence des mutations HFE sur les cellules cancéreuses :

a) Générer des lignées cellulaires du cancer épithélial de I’ovaire exprimant la protéine
HFE sauvage (non mutée) ou la protéine mutée (mutation C282Y).

b) Etudier I’impact des mutations HFE sur la prolifération des cellules cancéreuses.

But spécifique 3 :

Etudier I’influence du fer corporel, di aux mutations HFE, sur la croissance tumorale :

a) Générer un modéle de souris double mutante HfeRag1-/-
b) Etudier si la déficience de la protéine HFE chez I'hdte, contrairement aux mutations
dans les cellules cancéreuses, influence la croissance d’une lignée cellulaire du

cancer de ’ovaire.
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III. MATERIELS ET METHODES

Echantillons et données sur les patientes

Les échantillons d’ADN de 722 patientes ont été obtenus de la banque de tissus et de
données du Réseau de recherche sur le cancer des fonds de la recherche en Santé du
Québec (FRSQ). Le sang des patientes a été prélevé suite a une chirurgie effectuée dans la
Division de Gynécologie et Oncologie du Centre Hospitalier de I’Universit¢ de Montréal
(Hopital Notre-Dame). Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique du CHUM et un
consentement écrit a €té obetnu des patientes avant le prélévement des échantillons.
Brievement, L’ADN a ¢été extrait des échantillons de sang par la méthode phénol-
chloroforme et a été dilué pour obtenir une concentration de 100 ng/ul.. Les données
cliniques ont été obtenues du Systéme d’Archivage des Données en Oncologie (SARDO),
incluant I’age au diagnostique, la date de déces ou de derniere visite, le grade, le stade et
I’histopathologie de la tumeur. L histopathologie, le grade et le stade de la tumeur ont été
déterminés par un pathologiste selon les criteres de la Fédération Internationale de

Gynécologie et d’Obstétrie (FIGO).

Le groupe contrdle inclue les patientes possédant d’autres pathologies gynécologiques non
cancéreuses : kyste aux trompes, kyste folliculaire, kyste endométriosique, endométriose,
saignements, grossesse ectopique, hydrosalpinx et inflammation, hématosalpinx, salpingite
et ovarite, léiomyome a I’utérus ou au myometre, polype endocervical, hyperplasie
glandulaire ou complexe de I’endomeétre, fibrome utérin, lésion du col, masse pelvienne ou
mésonéphrome bénin (ligament large). Les patientes avec antécédents familiaux n’ont pas
¢été considérées dans le groupe contrdle. Les tumeurs ovariennes se divisent en tumeur de
type bénin (BOV), borderline (LMP) ou invasive (TOV). Parmi les différentes histologies,
on retrouve les tumeurs de type séreux, mucineux, endométrioide, a cellules claires et
autres (transitionnelles, métastatiques, mucipares ou indifférenciées). L’age moyen ainsi

que les intervalles d’age sont détaillées dans le Tableau II.
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Tableau II. Description des patientes a I’étude

Nombre de patientes (%)

Tumeur ovarienne

Antécédents Cancer Autres
Groupes Total Controle familiaux Bénin Borderline Invasive Endométre Cancers
n=722 n=79 n=13 n=147 n=102 n=253 n=92 n=36
Age 56 56 57 56 56 56 57 57
moyen
Intervalle 14-91 21-67 37-57 23-91 14-80 27-89 14-83 31-82
(4ge)
<40 ans 63(8.7) 11(13.9) 2(15.4) 15(10.2) 20 (19.6) 10 (4.0) 2(2.2) 4(11.1)
41-50 ans 179(25) 33(41.8) 7(53.8) 39 (26.5) 34 (33.3) 41 (16.2) 10(10.9) 15(41.7)
51-60 ans 222 28(35.4) 4(30.8) 42 (28.6) 21(20.6) 73 (28.9) 26(28.3) 9(25.0)
(30.7)
> 60 ans 258 7(8.9) 0(0) 51(34.7) 27(26.5) 129 (51.0) 54(58.7) 8(22.2)
(35.7)
Histologie
tumeurs
ovariennes
292
Séreux (58.2) - - 63 (42.9) 49(48.0) 180 (71.0) - -
. 91 (18.1)
Mucineux -—- -—- 35(23.8) 50(49.0) 6(2.4) - -
e 30(6.0)
Endométrioi - - 0(0) 1(1.0) 29 (11.5) — —
de
19 (3.8)
Cellules - - 0(0) 0(0) 19 (7.5) -—- -—-
claires
69 (13.7)

Autres 49 (33.3) 2(2.0) 18 (7.1)
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Génotypage des mutations HFE

Afin de déterminer le génotype de la lignée cellulaire TOV-112D et celui de 300 patientes,
la méthode de réaction en chaine de la polymérase et polymorphisme des fragments de
restriction (PCR-RFLP) a été utilisée. L’amplification par PCR a été effectuée dans
I’appareil Hybaid (Hybaid Limited Middlesex, UK). Briévement, 13.5uL d’H,O stérile est
ajouté suivit de 2pL de tampon 10X (100 mM Tris-HCI, pH 9.0, 15 mM MgCl, et 500 mM
KCI) (PCR kit ; Amersham Pharmacia Biotech, NJ, USA) et de 1.6uL (2.5mM) de chaque
dNTP. Par la suite, 0.3uL des amorces hC282Y-F 5’-TGGCAAGGGTAAACAGATCC-3’
et hC282Y-R 5’-TACCTCCTCAGGCACTCCTC-3* (35pM/uL) ou hH63D-F  5’-
ACATGGTTAAGGCCTGTTGC-3” et hH63D-R 5’-GCCACATCT GGCTTGAAATT-
3’ont ét¢ ajoutés au mélange (Alpha DNA, Montréal, Canada). Pour finir, 2ulL de Taq
DNA Polymérase (Amersham Pharmacia Biotech) a été rajouté au mélange pour un volume
total de 20uL (10uL du mélange réactionnel et 10uL d’ADN génomique (100ng/uL)). Le
programme de PCR utilisé pour I’amplification de la région incluant la mutation C282Y : 3
minutes a 94°C, (30 secondes a 94°C, 30 secondes d’hybridation a 66°C, 1 minute a 72°C)
x 33 cycles et 5 minutes d’extension a 72°C. Le programme utilisé¢ pour amplifier la région
contenant la mutation H63D : 5 minutes a 94°C, (30 secondes a 94°C, 30 secondes
d’hybridation a 66°C, 30 secondes a 72°C) x 35 cycles et 10 minutes d’extension a 72°C.
Les produits de PCR ont tous été vérifiés sur gel d’agarose 2% (Invitrogen, Burlington,

ON, Canada).

Les produits de PCR ont été digérés par deux enzymes de restriction différentes. Les
fragments incluant la région H63D ont été¢ digérés par I’enzyme Mbo I (Invitrogen) suivant
le protocole suivant : 7ul. d’H,O stérile, 2uLL de tampon react 2 et 1uL. de I’enzyme Mbo 1.
Pour ce qui des fragments incluant la région C282Y, ils ont été digérés par I’enzyme Rsa I
(Invitrogen) de la maniére suivante : 7ul. d’H,O stérile, 2uL. de tampon react 1 et 1uL de
I’enzyme Rsa 1. Le volume de réaction total est de 20 pL, soit 10 uL du mélange
enzymatique et 10 uL de la solution contenant soit les fragments amplifiés pour H63D ou
C282Y. La digestion s’est fait a 37°C pour 1 heure. Les produits de digestion ont été

visualisés sur gel d’acrylamide 30% (Amersham Pharmacia Biotech).
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Le reste des patientes (422) ont été génotypées par la méthode de RT-PCR au département

de biochimie du Centre Hospitalier de I’université de Montréal (Hopital St-Luc).

Mesures des paramétres du fer des patientes

Les échantillons de sang provenant des patientes ont été centrifugés de maniére a obtenir le
sérum. Ce sérum a ensuite été envoyé au laboratoire de biochimie du CHUM (Hopital
Notre-Dame) afin d’analyser les différents parameétres du fer : les niveaux de fer du sérum,

la saturation de la transferrine, la transferrine et la feritine.

Génération des plasmides exprimant la protéine HFE et HFE 25y

Le plasmide pUHD-HFE,; et pUHD-HFE,5,y ont été obtenus du laboratoire du Dr. Kostas
Pantopoulos situé¢ a I’Institut de Recherche Lady Davis de I’Hopital Général Juive de
Montréal [269]. Tel que décrit par Wang et al, les inserts de 1 kb codant pour la protéine
HFE,: et HFEcysy et contenant a leur extrémité C-terminale 1’épitope hémagglutinine
(HA), ont été introduits aux sites BamH1/BamH1 du plasmide pUHD 10-3. Etant donnée la
présence, dans ce plasmide, d’un promoteur hCMV inductible a la tétracycline, nous avons
décidés d’exciser les inserts HFE,,; et HFEc25,y du plasmide pUHD 10-3 pour les introduire
dans le plasmide pCDNA 3.1 (+) (Invitrogen) (Figure 13). Les constructions avec les
orientations correctes ont ¢été identifiées par digestion enzymatique par EcoRI (New
England Biolabs, Beverly, MA, USA) et séquencées pour confirmer la présence de la
mutation (voir amorces décrites ici-bas dans la section mesure de 1’expression de HFE dans

les clones stables).
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pcDNA3.1 (+/-)
1 5428/5427 bp

Figure 13. Plasmide pCDNA 3.1+

Lignées cellulaires de PEOC

Les lignées cellulaires utilisées dans les expériences in vitro et in vivo sont dérivées d’un
carcinome endométrioide de grade 3 (TOV-112D) et d’un carcinome a cellules claires de
grade 3 (TOV-21G). Il faut spécifier que la lignée TOV-112D, homozygote pour la
mutation C282Y, a été utilisée pour les études in vitro afin d’évaluer I’influence des
mutations HFE sur les cellules cancéreuses. En effet, il a été question de restaurer la
fonction de la protéine HFE dans cette lignée. Pour ce qui est de la lignée TOV-21G, elle a
été génotypée de type sauvage, pour la mutation C282Y, et a été utilisée pour observer
I’influence des niveaux de fer dans les études in vivo. Les cellules ont été mises en culture
dans un milieu OSE (Wisent, Qc, Canada) auquel ont été ajoutés du sérum fétal bovin
(FBS) 10%, 2.5pg/ml d’amphotéricine B et 50pug/ml de gentamycine. Les cellules ont été
incubées dans 5% de CO, et 5% d’O2.
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Transfections

Un jour avant la transfection, 0.5 x 10° cellules TOV-112D ont été ensemencées dans des
plaques de 6 puits, dans un milieu OSE sans antibiotiques, de maniére a avoir une
confluence de 70-80% le jour de la transfection. Le protocole a été suivi selon les
indications du manufacturier (Invitrogen). Brievement, rincer les cellules avec du PBS.
Ajouter 2ug d’ADN plasmidique a du milieu OSE non supplémenté d’antibiotiques ou de
FBS pour obtenir un volume total de 250uL nécessaire pour chaque puit. Dans une
eppendorf distincte, ajouter 6 pl. de Lipofectamine (Invitrogen) a du milieu OSE non
supplémenté d’antibiotiques ou de FBS pour obtenir un volume total de 250uL nécessaire
pour chaque puit. Combiner le mélange contenant ’ADN au mélange contenant la
lipofectamine (volume totale de 500uL). Ajouter le mélange de S00uL a chacun des puits
et compléter avec du milieu non supplémenté. 5 heures suivant la transfection, ajouter 200
uL de FBS a chacun des puits. Des transfections transitoires ont été effectuées 24 heures et
48 heures apres la transfection afin de mesurer I’efficacité de transfection des cellules
TOV-112D. Pour ce faire, les cellules ont été¢ cotransfectées avec 2ug du vecteur GFP
(Invitrogen) et la fluorescence a ¢té analysée par cytométrie de flux et visualisée grace au

microscope Nikon Eclips TE300 (Nikon Inc., Germany).

Pour ce qui est de la génération des clones stables exprimant la protéine HFE,, et HFE2s2y,
ou exprimant le vecteur vide, 800ug/mL de I’agent de sélection G418 (Gibco/BRL, Life
Technologies Inc., Grand Island, NY, USA) ont été ajoutés 48 heures apres la transfection.
L’expression de HFE dans les clones stables a été confirmée par PCR, qRT-PCR et
Western-Blot.

Mesure de ’expression de HFE dans les clones stables par PCR et qRT-PCR

L’ARN total a été extrait avec du Trizol (Invitrogen). L’ARN a été extrait directement des

clones stables. La qualité¢ de I’ARN a ét¢ vérifiée par électrophorese sur gel d’agarose.

La synthése du cDNA a été effectuée par transcription inverse (RT) grace au kit Omniscript

RT (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) en utilisant des amorces aléatoires (random
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primers) et I’inhibiteur de la RNase (Invitrogen). Les niveaux d’ARNm des clones HFE,,; et
HFEc2sov ainsi que la B-actine ont été mesurés par RT-PCR dans un systéme de détection
d’ADN en temps réel Rotor Gene 3000 (Montreal Biotech Inc., Kirkland, Qc, Canada) en
utilisant le QuantiTect SYBR+Green I PCR Kit (Qiagen). Brievement, le SYBR Green a
¢été ajouté a 3ul de cDNA et 10uM de chaque amorce pour un volume total de 15uL. Les
expériences ont été faites en triplicata et des dilutions en série (1 :10) avec des produits de
PCR ont été effectuées pour générer une courbe standard ayant une excellente efficacité
(90-96%). Toutes les amorces ont été congues grace au logiciel Primer3. Les amorces
suivantes ont été utilisées Af-actine-F 5’-CTGAACCCCAAGGCCAAC-3’, hB-actine-R 5°-
AGAGGCGTACAGGGATAGCA-3’, hHFE-F 5’-CAATGGATGCCAAGGAGTTC-3’ et
hHFE-R 5’-AGGCACCAGTCGAGGCTG-3’. Les niveaux d’expression ont été¢ normalisés
par le géne de contrdle interne P-actine. Le controle utilisé est ’ADNc provenant des

cellules TOV-112D transfectées avec le vecteur pCDNA3.1+ vide.

La présence de ’ADNc de HFE,; et HFE,s,y dans les clones stables a également été
vérifiée par PCR réguliére suivi d’une électrophorese sur gel 1% en utilisant les mémes
amorces que pour la qRT-PCR et les mémes conditions décrites plus haut pour le
génotypage de HFE. De plus, L’ADNc a également ét¢ envoyé au département de
séquencage du CHUM (Hopital Notre-Dame) afin de vérifier la présence de la mutation

(amorces identiques a celles utilisées pour la qRT-PCR).

Western Blot

Les clones stables ont ét¢ lysés avec 1M Tris-HCI pH 7.4, 100uL Triton X-100 et un
cocktail d’inhibiteurs de protéases 25X et les concentrations de protéine ont été obtenues
grace au BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL). Le lysat cellulaire contenant les
protéines a été bouilli pendant 5 minutes dans du tampon de chargement SDS 2X (100mM
Tris-HCI pH 6.8, 200mM dithiotreitol (DTT), 4% SDS, 0.2 de bleu de bromophenol et 20%
glycérol). Des montants équivalents de protéines ont été chargés de maniere a effectuer une
¢lectrophoréese de polyacrylamide du sulfate dodécylique de sodium (SDS-PAGE) et a étre
transferrés sur une membrane de nitrocellulose (Hybond-C super, Amersham). Les blots

ont ét¢ bloqués par incubation d’une heure avec une solution de 5% de lait dans du PBS
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contenant 0.1% de Tween 20 (PBS-T). Ensuite ils ont ét¢ incubés a 4°C toute la nuit avec
les anticorps primaires suivant : anti-HA de souris (1 :1000) (Roche Diagnostics, Laval,
Canada), anti-Bactine de souris (Abcam, Cambridge, UK) (1 :2500), anti-TfR de souris
(Zymed Laboratories, San Francisco, USA) (1 :500). Aprés 3 lavages de 15 minutes chacun
avec du PBS-T, les blots ont été incubés pendant 1 heure avec un anticorps secondaire anti-
IgG de souris marqué a la peroxidase (Amersham) (1 :3000). Les anticorps secondaires

couplés a la peroxidase ont été détectés avec la solution ECL (Amersham).

Traitement des cellules TOV-112D avec DFO et FAC

Pour le traitement avec la desferrioxamine (DFO), les cellules TOV-112D (non
transfectées) ont ¢t¢ ensemencées de maniere a obtenir une confluence de 40-50% le
lendemain. 24 heures apres I’ensemencement, le milieu a été changé pour un milieu OSE
dépourvu de sérum et les cellules ont été incubées 24 heures. Ensuite, les pétris ont été
lavés pour ensuite ajouter un milieu complet. La DFO (Mayne Pharma, Montréal, Canada)
(200uM) a été ajoutée aux cellules et elles ont été incubées 48 heures. Pour le traitement
avec le citrate d’ammonium ferrique (FAC), les cellules TOV-112D ont été ensemencées
dans un milieu complet de maniére a obtenir une confluence de 40-50% le lendemain et 24
heures aprés I’ensemencement, 20uM de FAC (Fisher Scientific Lt., Montréal, Canada) a
été ajouté et les cellules ont été incubées pendant 24 heures. Les cellules traitées avec DFO
et FAC ont été utilisées comme contrdle. Les détails expliquant le choix de ces deux agents

comme controle se retrouvent a la page 73.

Marquage de surface du CD71 (TfR) et Analyse de cytométrie en flux (FACS)

Briévement, les cellules ont été lavées et resuspendues dans 2 mL d’une solution de PBS
contenant 0.1% BSA et 0.1% NaAz, de maniére a avoir 10° cellules par tube. Aprés
centrifugation et décantation, chaque tube a été incubé avec 25uL de la solution de blocage
(2.5mL de PBS-BSA-NaAz et 500uL de IgG humaine (1mg/mL)) pendant 10 minutes a
4°C, rincer et centrifuger. Incuber les cellules avec I’anticorps primaire CD71-FITC
(Invitrogen) (4pL pour 10° cellules) sur glace pendant 1 heure. Aprés avoir rincé et décanté,
resuspendre les cellules dans 250uL de PBS-BSA-NaAz et fixer avec 250uL de
Paraformaldehyde 4%. Les niveaux de TfR ont été¢ analysés par FACS grace au Coulter



54

Epics XL-MCL. Les valeurs d’intensit¢ moyenne de fluorescence (MFI) on été utilisées
pour comparer les niveaux de TfR. Les cellules traitées avec DFO et FAC ont été utilisées

comme controle, ainsi que les cellules transfectées avec le vecteur vide.

KEtude de Prolifération des clones stables

Un test utilisant le MTT (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) a été utilisé pour mesurer la
prolifération des clones stables. Le test MTT est un test colorimétrique mesurant la
réduction du MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium) en formazan qui
est directement proportionnelle au nombre de cellules viables. Dans ce test, 5 plaques de 6
puits ont été générées au début de I’expérience et ont servis a évaluer la prolifération des
clones a chaque jour. Briévement, 24 heures avant le jour 1 de I’expérience, 10 cellules de
clones stables de TOV-112D ont été ensemencées dans des plaques de 6 puits. Le jour 1 de
I’expérience correspondait a 24 heures apres 1’ensemencement, jour 2 a 48 heures, jour 3 a
72 heures, jour 4 a 96 heures et le jour 5 a 120 heures. Ainsi, a chaque jour, 0.2 mg/mL de
MTT a été ajouté au milieu de culture et les cellules ont été¢ ensuite incubées a 37°C
pendant 4 heures. Le formazan résultant de la réaction a ét¢ dilué avec de 1’isopropanol
acidifié (0.04N HCI) et la densité optique a ét€ mesurée a 570 nm avec une longeur d’onde
référence de 655 nm a ’aide du lecteur de microplaques Bio-Rad Modéle 3550. A la fin de
I’acquisition des données, la prolifération a été calculée en soustrayant la valeur du bruit de
fond du MTT (lecture obtenue avec milieu de culture seul+MTT) a toutes les valeurs. Les

expériences ont été effectuées en triplicata.

Génération des souris HfeRag1-/-

Toutes les procédures ont été effectuées en accord avec les lignes directrices sur les soins
des animaux du Conseil Canadien et ont également été approuvées par le comité
Institutionnel de la Protection des Animaux (CIPA) du Centre Hospitalier de I’Université
de Montréal (CHUM). Les souris Hfe-/- ont été décrites précédemment [270, 271]. Ces
souris, qui étaient initialement d’origine 129/SvEvTac, ont été croisées avec la souche
C57BL/6 (B6) pendant 10 générations. Les souris Ragl-/- de souche B6 ont été achetées

des Laboratoires Jackson (Bar harbor, ME). Toutes les souris ont été gardées dans des
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conditions stériles spécifiques (exempt d’organismes pathogenes). Les souris Hfe-/- ont été
croisées avec les souris Ragl-/- pour donner une génération F1 hétérozygote pour les 2
genes. Les générations subséquentes ont été effectuées pour obtenir des souris double-
mutante et le génotypage a permis de sélectionner les souris HfeRagl-/-. Les amorces
utilisées pour le génotypage sont décrites dans le Tableau III et les PCR ont été effectuées
selon le programme suivant: 5 minutes a 94°C, (30 secondes a 94°C, 30 secondes
d’hybridation a 60°C, 1 minute a 72°C) x 33 cycles et 2 minutes d’extension a 72°C. Les
produits de PCR ont été visualisés sur gel d’¢lectrophorese et les longeurs des fragments
attendus étaient les suivantes : HFE+/+ (485 pb), HFE-/- (190 pb), HFE+/- (485 pb et 190
pb), Ragl+/+ (474 pb), Ragl-/- (530 pb) et Ragl+/- (530 pb et 474 pb).

Tableau III. Amorces utilisées pour génotypage du géne HFE et Ragl des souris

Amorces Séquences
mHFEW?t-F 5’-AGTTGGGAGTGGTGTCCGA-3’
mHFEWt-R 5’-TGGCTACAGTGTGAGAGGC-3’
mHFENeo-R 5’-CTAGCTTCGGCCGTGACG-3’
mRagl-F 5’-TGGATGTGGAATGTGTGCGAG-3’
mRagl-R 5’-GAGGTTCCGCTACGACTCTG-3’
mRagl-Neo 5’-CCGGACAAGTTTTTCATCGT-3’

Croissance in vivo dans les souris HfeRag1-/-

Les femelles HfeRagl-/- et les souris Ragl-/- agées d’environ 45 jours ont été utilisées
pour comparer la croissance tumorale in vivo. Les souris Ragl-/- ont été utilisées pour les
raisons suivantes : ce sont des des souris immunodéficientes et celles-ci sont de souche B6
ce qui a permis de faire le croisement avec les souris HFE-/- qui sont, elles aussi, de souche
B6. De plus, les souris HFE-/- sont un modele d’HH qui a été étudié et validé précédement
dans notre laboratoire [270, 271]. Chaque souris a été injectée de maniére sous-cutanée
(s.c.), dans le flanc gauche sous légére anesthésie, avec 10° cellules TOV-21G suspendues
dans 100pL de PBS et auxquelles 100uL de Matrigel (Becton-Dickinson, Bedford, MA) a

été ajouté. Les souris ont ét€¢ maintenues dans des conditions stériles avec accés non limité



56

a de I’eau et de la nourriture. Les souris ont mis 12 jours avant de développer des tumeurs
pouvant mesurables et ont été sacrifiées 47 jours apres 1’injection, soit avant que la masse
tumorale atteigne le point limite établit par le CIPA. Les tumeurs ont été mesurées 3 fois
par semaine et le volume tumoral en mm’ a été estimé avec la formule V=L x | x h (largeur,
longeur, hauteur). Au total, 7 souris ont été utilisées pour le groupe expérimental Rag-/- et
9 souris pour le groupe HfeRagl-/-. Des souris contrdles non injectées ont également été
utilisées soit 6 souris pour le groupe Ragl-/- et 9 souris pour le groupe HfeRagl-/-. Cette

expérience préliminaire a été effectuée qu’une seule fois.

Mesure du fer dans le sérum (SI) des souris HfeRag1-/-

Au jour du sacrifice, le sang a été prélevé des souris Ragl-/- et HfeRagl-/- et centrifugé
afin d’obtenir le sérum. Le fer du sérum a ensuite ét¢ mesuré par une méthode
colorimétrique avec le systéme Kodak Ektachem DT60 (Johnson & Johnson, Ortho-

Clinical Diagnostics, Mississauga, ON, Canada)

Analyses statistiques

Les fréquences génotypiques et alléliques pour les mutations HFE ont été obtenues en
utilisant le chi carré, test exact de Fisher nous donnant un p corrigé tenant compte des petits
effectifs. Le logiciel qui a ét¢ utilis€ pour obtenir ces résultats est Statview (SAS Institute,
Cary, NC, USA). La significativit¢ des mutations HFE a pouvoir prédire la survie des
patientes avec EOC a été obtenue en effectuant des courbes de survie Kaplan-Meir
couplées a un test log-rank. Une analyse multi-variée de Cox a également permis d’obtenir
un facteur de puissance (Wald) et un risque relatif de mani¢re a vérifier si la mutation
C282Y est un marqueur puissant quant a la survie des patientes. Un test de corrélation de
Spearman a été utilisé pour estimer la corrélation entre les différents parametres de fer et le
grade de la tumeur. Ce dernier test nous a permis d’obtenir le coefficient de corrélation (r)
et une valeur de p reflétant la significativité de la corrélation. Les courbes Kaplan-Meir,
I’analyse de Cox ainsi que les analyses de corrélations ont été effectuées grace au logiciel
SPSS 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Les données obtenues par les expériences in vitro et in

vivo ont été analysées par le Student’s ¢ test (unpaired, two-tailed). Dans tous les cas, des
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valeurs de p < 0.05 ont été considérées significatives. Toutes les expériences in vitro ont été

répétées 3 fois, a I’exception de 1’étude in vivo qui a été effectuée qu’une seule fois.
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IV. RESULTATS
1. Etudes chez les patientes avec cancer épithélial de I’ovaire
1.1 Fréquence des mutations H63D et C282Y des patientes a I’étude

Un total de 722 patientes ont été génotypées de maniere a étudier la fréquence génotypique
et allélique des mutations H63D et C282Y (Tableau II). Cette population regroupe des
patientes présentant diverses pathologies de 1’ovaire ; tumeurs bénignes, borderlines ou
invasives et également des patientes présentant d’autres pathologies gynécologiques non
cancéreuses (population contréle), des patientes avec antécédents familiaux, cancer de
I’endomeétre et autres. Ainsi, lorsque l’ensemble de ces patientes est comparé a la
population néonatale québécoise [158], les fréquences génotypiques et alléliques sont
semblables (p = 0.25 pour les mutations H63D et p = 0.29 pour les mutations C282Y)
(Tableau IV). Ceci suggere que les patientes a 1’étude sont représentatives de la population
québécoise quant aux fréquences des mutations HFE. Toutefois, ces fréquences alléliques
sont différentes lorsque les patientes sont regroupées dans des groupes distincts (Tableau
V). En effet, la fréquence allélique des mutations C282Y est de 1.3% pour le groupe
contrdle comparativement a 5.9% pour les patientes avec tumeur ovarienne invasive (TOV)
et également a 5.9% pour les patientes avec tumeur borderline (LMP). Ainsi, la fréquence
de l'allele Y est significativement plus €levée pour les groupes avec tumeurs (soit LMP,
TOV ou LMP+TOV) versus une population de patiente sans tumeur cancéreuse (p = 0.02).
Une différence significative est également notable lorsque la fréquence allélique des
mutations C282Y des patientes avec tumeurs (TOV, LMP ou TOV+LMP) est comparée a
celle des patientes avec cancer de I’endométre, autre cancer gynécologique. Cette
fréquence est de 5.9% pour les patientes avec tumeur versus 2.2% pour les patientes avec
cancer de I’endometre (p = 0.04). Il est a noter qu’aucune différence significative n’a été
retrouvée pour les fréquences alléliques des mutations H63D (p > 0.05). Spécifions que
pour cette étude, les patientes avec tumeurs bénignes n’ont pas €été incluses car nous
voulions étudier les tumeurs ovariennes (limites et invasives) et seules les patientes ayant
une pathologique gynécologique ont ¢té considérées (expliquant un n = 526 dans le

Tableau V). Les patientes ayant d’autres cancers tels que le cancer du colon,
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gastrointestinal ou de la peau n’ont pas été considérées pour les études présentées dans ce

mémoire.

Tableau IV. Génotype et fréquence allélique de la population néonatale québécoise et des

patientes a I’étude

Mutation C282Y Mutation H63D
n Génotype Allele n  Génotype Allele CH*
WT/WT WT/Y Y/Y WT Y WT/WT WT/D D/D WT D
Néonataux® 881 805 76 0(0.0) 1686 76 870 578 271 21 1427 313 15
(91.4F  (8.6) (95.6) (4.4 664)  (3L.1) (24 (820) (180) (1.7)
Patientesa 722 657 63 2(0.3) 1377 67 722 504 198 20 1206 238 10
P’étude (91.0) (8.7 (95.4)  (4.6) (69.8) (27.4) (28) (835 (165 (14

* Composite hétérozygote (WT/Y) (WT/D)

®Données obtenues de [158]

‘Les chiffres entre parenthéses sont en pourcentage
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Tableau V. Génotype et fréquence allélique des mutations H63D et C282Y des différentes

pathologies de I’ovaire.

Alleles/Génotypes Population contrdle LMP TOV Cancer endomeétre
n:79 n:102 n:253 n:92
Alléles
Y 2/158 (1.3)° 12/204 (5.9) 30/506 (5.9) 4/184 (2.2)
D 23/158 (14.6) 31/204 (15.2) 85/506(16.8) 33/184 (17.9)
Génotypes
Mutation C282Y
WT/WT 77/79 (97.4) 90/102 (88.0) 225/253 (88.9) 88/92 (95.7)
WT/Y 2/79 (2.5) 12/102 (11.8) 26/253 (10.3) 4/92 (4.3)
YY 0/79 (0.0) 0/102 (0.0) 2/253(0.8) 0/92 (0.0)
Mutation H63D
WT/WT 59/79 (74.7) 72/102 (70.6) 175/253 (69.0) 61/92 (66.3)
WT/D 17/79 (21.5) 29/102 (28.4) 71/253 (28.0) 29/92 (31.5)
D/D 3/79 (3.8) 1/102 (1.0) 7/253 (2.8) 2/92 (2.2)

“: différence significative entre population contréle vs LMP et TOV (p = 0.02)

> différence significative entre cancer endométre vs LMP et TOV (p = 0.04)
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1.2 Les patientes avec mutations C282Y ont un prognostique plus faible

Des courbes de survie Kaplan-Meier ont été générées afin de déterminer s’il existait une
association entre la survie des patientes avec cancer épithélial de I’ovaire et les mutations
HFE. Les patientes qui ont permis de générer ces courbes de survie sont celles avec tumeur
ovarienne (G0-G3) et histopathologie de type séreux. En effet, ce dernier type histologique
prédomine chez les patientes avec tumeurs ovariennes. Le nombre de patientes utilisé pour

cette étude est distibué comme suit : GO (n=47), G1 (n=6), G2 (n=31) et G3 (n=123).

En premier lieu, les mutations H63D ne semble pas influencer la survie des patientes
(Figure 14 a-c). En effet, que ce soit toutes les tumeurs (G0-G3, n= 180), les tumeurs
invasives (G1-G3, n= 140) ou seulement les tumeurs de G3 (n= 108), il n’y a pas de
différence significative entre la survie des patientes sans mutations et avec mutations H63D
(» > 0.05). Toutefois, il y a une forte association entre les mutations C282Y et le
prognostique des patientes. Cette association est évidente pour I’ensemble des tumeurs
((GO-G3, n=156) p = 0.01), les tumeurs invasives (TOV GI1-G3, n= 120) p = 0.01) et les
tumeurs TOV de G3 (n= 101) (p = 0.005) (Figure 14 d-f). De plus, afin de vérifier si le
grade ou I’age influence la survie des patientes, une analyse de Cox a été effectuée
(Tableau VI). Cette analyse démontre que la mutation C282Y est un marqueur de survie
plus important que le grade de la tumeur ou 1’age des patientes. Ceci est démontré par un
facteur de puissance de 10.11 pour la mutation comparativement a 0.141 et 0.627 pour le
grade et I’age respectivement (p = 0.001). Cet analyse permet également d’obtenir un
risque relatif de 3.1, suggérant que les patientes avec mutation C282Y ont 3 fois plus de

chance d’avoir une faible survie (p=0.001).
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Figure 14. Survie des patients avec mutations HFE et cancer épithélial de 1’ovaire.
Représentation graphique Kaplan-Meier : Aucune association entre la survie et les
mutations H63D a) toutes les tumeurs analysées (G0-G3) (p = 0.5) b) les tumeurs
invasives (G1-G3) (p =0.5) et c) les tumeurs de G3 seulement (p = 0.2).
Prognostique faible des patientes avec mutations C282Y : d) toutes les tumeurs
(G0-G3) (p =0.01), e) les tumeurs invasives (G1-G3) (p =0.01) et ) tumeurs de
G3 seulement (p =0.005). Les patientes avec un suivi moindre que 18 mois n’ont
pas été considérées pour cette analyse. Le test de Log-Rank a été utilisé pour pour
vérifier la significativité des différences en survie.
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Tableau VI. Analyse multi-variée : Etude du risque relatif

64

Variables Facteur de puissance Risque relatif Significativité IC, 95%
(Wald)
Mutation 10.113 3.1 0.001 [1.55-6.25]
C282Y
Grade 0.141 1.1 0.707 [0.65-1.90]
Age 0.627 1.0 0.429 [0.98-1.04]
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1.3 Les paramétres de fer sont en corrélation avec le grade de la tumeur

De maniére a voir si les parametres sanguins du fer sont en lien avec le grade de la tumeur,
les niveaux de fer, de ferritine, de transferrine et de saturation de la transferrine du sérum
ont été mesurés chez 206 patientes GO (n= 40), G1 (n= 16), G2 (n= 36), G3 (n= 114). Cette
¢tude vise a étudier spécifiquement la relation qu’il existe entre les parametres sanguins du
fer et le grade de la tumeur et par conséquent, nous ne nous sommes pas attardés a vérifier

la relation qu’il existait entre les patientes avec mutations HFE et le grade de la tumeur.

Suite a la récolte des paramétres de fer, un test de Kolmogorov-Smirnov a été effectué pour
vérifier la normalité des données et un test de Spearman pour évaluer 1’homogénéité des
variances. Etant donné qu’une des variables étudiée (ferritine du sérum) ne rencontrait pas
les critéres d’homogénité des variances, les études de corrélation ont été effectuées par un
test de corrélation non paramétrique : corrélation de Spearman. Ce dernier test permet
I’obtention d’un coefficient de corrélation et une valeur de p qui nous permet de vérifier la
significativité¢ de la corrélation. Quand la valeur du coefficient de corrélation est négative,
cela signifie que lorsque la variable X augmente la variable Y diminue et vice versa. Ainsi,
la Figure 15 illustre graphiquement les corrélations entre les différents parameétres du fer et
le grade de la tumeur. Ces graphiques démontrent que plus le grade de la tumeur est élevé
plus les niveaux de fer du sérum (r = -0.197) et de saturation de la transferrine (r = -0.199)
sont significativement faibles (p= 0.005 et 0.004 respectivement). De plus, plus le grade est
¢levé plus les niveaux de ferritine du sérum sont significativement plus élevés (r = 0.445 et
p=0.00001). Ces résultats suggeérent que la ferritine du sérum pourrait étre un marqueur

tumoral intéressant pour évaluer le prognostique des patientes.
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Figure 15. Corrélation entre les grades de tumeurs ovariennes (G0-G3) et les paramétres de fer
(n=206). Le test statistique utilisé¢ pour cette analyse est le test de corrélation de Spearman et
par conséquent, le symbole r représente le coefficient de corrélation de Spearman. a)
Corrélation négative significative entre le fer du sérum et les grades de tumeur. b) Corrélation
négative significative entre la saturation de la transferrine et le grade de la tumeur. c)
Corrélation négative non significative entre la transferrine du sérum et le grade de la tumeur.
d) Corrélation positive significative entre la ferritine du sérum et le grade de la tumeur.
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2. Influence des mutations HFE sur les cellules cancéreuses
2.1 Génération de clones exprimant la protéine HFE,,; et HFE 28,y

Afin de vérifier si le fer favorise la croissance des cellules cancéreuses de 1’ovaire, un
modele in vitro a été généré. Celui-ci consiste a construire des lignées cellulaires exprimant
les protéines HFE,; et HFE2s,y. Ainsi, la lignée cellulaire TOV-112D, homozygote pour
la mutation C282Y, a été transfecté afin de générer des clones stables capable d’exprimer la
protéine HFE,, et la protéine mutée HFEc,s,y (Figure 16). La lignée TOV-112D, étant
mutée pour C282Y, n’exprimerait fort probablement pas la protéine HFE a la surface
cellulaire. En effet, bien que 1’expression de I’ARNm d’HFE ait ét¢ détectée dans cette
lignée, des études précédentes ont démontrées que cette protéine serait exprimée dans le
mauvais compartiment cellulaire et que par conséquent, I’expression ne se ferait pas a la
surface de la cellule [136, 169]. Ainsi, la génération de ces clones permettra de tester la

croissance tumorale des cellules HFE,,: et HFEca5oy.

Digestion des fragments C282Y par Rsa I

251pb —

-251 pb
145ph s —
116gh _ . -145 pb
-116 pb
20pb _— _—
Typessuvazs (WT) Homomyzots  Hitdrozysots Sauvage (WT) Homozygote (TOV-112D)

Figure 16. Génotype de la lignée du cancer épithélial de 1’ovaire TOV-112D. Une digestion
enzymatique par Rsa I indique clairement que la lignée TOV-112D est homozygote pour la
mutation C282Y (bandes a 251pb et 116bp).
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Des transfections transitoires des cellules TOV-112D ont d’abord été effectuées, pour
mesurer 1’efficacité de transfection, en co-transfectant les vecteurs HFE et HFEc23,v avec
un vecteur GFP (Figure 17). Comme démontré par FACS et microscopie, ces cellules ont
une bonne capacité de transfection avec un taux d’efficacité¢ d’environ 70%. Ceci a permis
de procéder aux transfections stables des cellules TOV-112D avec les vecteurs pcDNA 3.1

HFE, et pcDNA 3.1 HFEc250y.

a)
Cellules non transfectées Cellules transfectées avec GFP
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- | =
= 0% =
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LT} L
5> o
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intensité de flucrescence moyenne ( MA ) Intensité de fluorescence moyenne { MFA )
b)

Figure 17. a) Efficacité de transfection des cellules TOV-112D en co-transfectant un vecteur GFP.
Analyse par FACS montrant la flurorescence émise par le GFP. La MFI (intensit¢é moyenne de
fluorescence) a été utilisé pour mesurer le changement dans I’intensité de fluorescence dans la
population de cellules TOV-112D transfectées au GFP. Les cellules TOV-112D transfectées ont
une efficacité de transfection d’environ 70%. b) Cellules TOV-112D en microscopie montrant la
fluorescence verte émise par le GFP.
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Apres avoir générés des clones stables dans les cellules TOV-112D, I’expression d’HFE a
été  vérifiee chez différents clones exprimant HFE,: et HFEcysy (Figure 18).
L’amplification du géne HFE par PCR réguliere permet d’observer la présence de celui-ci
dans les clones transfectés soit avec le pcDNA HFEc5v (CY) ou le pcDNA HFE,,; (Wt), et
son absence dans les clones transfectés avec le pcDNA vide (E) (Figure 18a). Les niveaux
d’expression des clones ont également été vérifiés par qRT-PCR (Figure 18b). On observe
notamment une expression plus élevée pour le clone CY1 et le clone Wt2. L’expression de
la protéine HFE Wt ou mutée a aussi été vérifiée par Western Blot (Figure 18c). Le profil
de migration des protéines est semblable a celui qui a été décrit précédemment [269]; la
protéine HFE,; migre a 45 et 48 kDa représentant respectivement des polypeptides
partiellement et totalement glycosylés, alors que la bande de 48kDa est absente de la
protéine HFEygy qui migre a 45 kDa et a une bande plus rapide de 42 kDa. La présence
de la mutation et I’intégrité du vecteur ont également été vérifiées par séquencage (Figure

19).
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Figure 18. Expression de HFE,, et HFE 25,y dans les clones TOV-112D. a) Amplification du gene
HFE par PCR dans les clones transfectés avec le vecteur vide (E), le vecteur HFEcy5v (CY) et le
vecteur HFE,,. b) Expression de I’ARNm par RT-PCR dans les clones HFEc,sy et HFE,,. Les
résultats sont présentés comme étant la moyenne + SD. c¢) Expression des protéines HFEc»gy et
HFE,: par Western Blot. La protéine HFE,; migre en deux bandes de 45 et 48 kDa et la
protéine HFE,g,y migrant a 45 et 42 kDa.
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Cas

pcDNA3.1 HFE.

a5 T =

Pow | | HFEw | | BGHp, |—| flori SV40 ori Néomycine

pcDNA3.1 HFE o0y

Lo e =

Pcmv || HFEcosy | | BGHp, |—| f1ori SV40 ori Néomycine

Figure 19. Séquengage des clones HFE, et HFEygy . La substitution G—A cause le changement
d’une cystéine pour une tyrosine pour le clone muté¢ pcDNA3.1 HFEcy5y. Pomy @ promoteur CMV,
BGH,, : Bovine growth hormone polyadenylation sequence, fl ori: origine de réplication de

I’ADN, SV40 ori: origine de réplication avec promoteur SV40, et le géne de résitance a
néomycine.
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2.2 Phénotype des clones exprimant la protéine HFE,,; et HFE 25,y

2.2.1 Les clones ont des niveaux de TfR totaux semblables

Afin de vérifier si les clones générés possédent un phénotype caractéristique, un paramétre
impliqué dans le métabolisme du fer a été observé. En effet, les niveaux totaux de TfR (a la
surface cellulaire et intracellulaire) ont été mesurés par Western Blot dans les clones HFE,,
et HFEc gy (Figure 20). Un anticorps anti-TfR a été utilisé pour détecter ces niveaux dans
le lysat des cellules TOV-112D transfectées. En toute évidence, aucune différence
significative n’a été observée entre les divers clones (étude de densitométrie des bandes
¢galement effectuée, données non présentées). Ceci suggere que la protéine HFE,; ne
module pas les niveaux totaux de TfR dans notre modele, bien que le contraire a été

démontré¢ dans d’autres études (voir discussion).

E1l Wtl wt2 Wit3 Wt4 CY1 CY2

TR T— — — — — —— D1

B-actine

T W wmmm— S W m— W 3TKDa

Figure 20. Western Blot de ’expression totale du TfR dans les clones TOV-112D HFE,, et
HFEc»g,v et le vecteur vide.
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2.2.2 La protéine HFE,; augmente le nombre de TfR a la surface cellulaire

En utilisant un anticorps anti-CD71 (anti-TfR), il a été possible de mesurer par cytométrie
en flux (FACS) les niveaux de TfR a la surface cellulaire des différents clones. Il a déja été
décrit que la desferrioxamine (DFO), un agent chélateur de fer, augmente le nombre de TfR
a la surface cellulaire [272]. En effet, dans un milieu pauvre en fer, la cellule augmente le
nombre de TfR & sa surface de maniére & capter plus de fer pour combler sa déficience. A
I’opposer, le citrate d’ammonium ferrique (FAC), un sel de fer, diminue le nombre de TfR
a la surface cellulaire. En effet, en donnant de grosses quantités de fer a la cellule, celle-ci
n’a pas besoin de capter davantage de fer, et par conséquent il y a moins de TfR a la surface
cellulaire. Ainsi, la DFO et le FAC ont été utilisés comme controle, sur des cellules TOV-
112D non transfectées, afin de vérifier le phénotype des clones. La figure 21a montre des
niveaux de TfR semblables pour le clone exprimant HFE,, et sont controle DFO et ces
derniers sont significativement plus élevés (p<0.05) que le clone exprimant HFEc,g,y. Ceci
étant dit, le clone exprimant HFE,, agit de la méme maniére que les cellules exposées au
DFO, suggérant un phénotype de déficience en fer. Dans la figure 21b, les niveaux de TfR
des trois clones transfectés sont comparés entres eux. Cette figure montre que le clone
HFE,: a des niveaux de TfR plus ¢élevés que les clones transfectés avec le vecteur vide et
HFEc50y. Cette derniere figure, suggére qu’en restaurant la protéine HFE,; dans les
cellules TOV-112D, celle-ci agit comme une cellule déficiente en fer. La figure 21¢ permet
d’apprécier les différences entre les intensités moyennes de fluorescence (MFI), une MFI
¢levée suggérant un plus grand nombre de cellule exprimant le TfR. Une différence
significative existe entre le clone exprimant HFE, et les clones exprimant le vecteur vide,
HFEcs0v et les cellules traitées au FAC (p < 0.05). L’ensemble de ces résultats démontre
qu’en transfectant HFE,,; dans les cellules TOV-112D, il a été possible de modifier un

paramétre du métabolisme du fer, suggérant un phénotype de déficience en fer.
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Figure 21. Analyse des niveaux de TfR a la surface cellulaire des clones par FACS. a) Comparaison
entre les clones exprimant la protéine HFE,,, les cellules traitées au DFO (desferrioxamine) et avec
FAC (citrate d’ammonium ferrique). Les niveaux de TfR sont similaires pour le clone exprimant
HFE, et le contrdle cellules TOV-112D traitées avec DFO. Le nombre de TfR est significativement
plus élevé pour le clone HFE,,; comparativement aux cellules traitées avec FAC. b) Comparaison des
niveaux de TfR des clones exprimant HFE,; versus les clones HFEcyy et le vecteur vide. c)
Représentation graphique de [D’intensité moyenne de fluorescence (MFI) obtenue par FACS
représentant les différents clones et les contréles (DFO et FACS). Les résultats sont présentés comme
étant la moyenne £ SD et un test t de Student a été effectué¢ pour analyser la significativité des
comparaisons. Niveaux de TfR significativement plus élevé *p<0.05 pour le clone HFE,, ainsi que
son contréle DFO ** p<(0.05, comparativement au vecteur vide, HFEc»g,v et au contréle FAC. Les
expériences de FACS ont été répétées trois fois pour trois clones HFE,, et deux clones HFEcyg,y.
Seule une expérience représentative est montrée dans cette figure.
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2.3 HFE,,ne change pas la prolifération des cellules TOV-112D in vitro

Puisque les clones HFE semblent avoir un phénotype de déficience en fer, la prolifération
in vitro de ces cellules a été testée. La croissance des clones stables a été observée sur une
période de 5 jours dans un milieu OSE complet. Aucune différence significative n’a été
observée entre les clones stables exprimant HFE,; et HFEc»5yy et le vecteur vide (p > 0.05)
(Figure 22). Ceci suggere que restaurer HFE,: in vitro ne semble pas influencer la

prolifération des cellules cancéreuses de 1’ovaire TOV-112D.
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Figure 22. Prolifération in vitro des clones stables HFE,; et HFEc,5,y. Croissance des cellules TOV-
112D sur une période de 5 jours mesurée par la méthode MTT. Les résultats sont présentés comme
étant la moyenne = SD, et un test t de Student a été effectué pour analyser la significativité des
comparaisons. Cette expérience a été faite en triplicata et a été effectué avec les 3 clones HFE,; et
les 2 clones HFEcg,y. La densité optique refléte les taux de prolifération.
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3. Influence du fer corporel dii aux mutations HFE

3.1 Les tumeurs des souris HfeRagl-/- ont une tendance a croitre plus rapidement

De maniére a répondre a la seconde hypothése, soit que le fer corporel, dii aux mutations
HFE, influencerait la croissance tumorale, un mode¢le in vivo a été utilisé. Des souris
doubles mutantes HfeRag1-/- ont été générées afin de créer un modéle murin en surcharge
de fer (Figure 23). Ce modele a été utilisé¢ précédemment dans le laboratoire et il a été

démontré que ces souris sont en surcharge de fer, notamment au niveau du foie [271].
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Figure 23. Génotypage des souris HfeRagl-/- générées pour les expériences in vivo. a) Génotypage des souris
pour le géne HFE. Les trois premiéres colonnes représentent respectivement les contrdles HFE+/+ (485 pb),
HFE-/- (190 pb) et HFE+/- (485 pb et 190 pb). Les 9 colonnes suivantes démontrent que les souris sont
homozygotes pour HFE. b) Génotypage des souris pour le géne Ragl. Les trois premiéres colonnes servant de
contrdle : Ragl+/+ (474 pb), Ragl-/- (530 pb) et Ragl+/- (530 pb et 474 pb). Les 9 colonnes adjacentes
montrent que les souris sont déficientes pour le géne Ragl. Les 9 souris destinées aux expériences de
croissance tumorale et comme contréle (non illustrées) ont été génotypées HfeRagl-/- .
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Une fois le modéle murin généré, la lignée TOV-21G du cancer épithélial de 1’ovaire a été
injectée s.c. aux souris HfeRagl-/-. La taille de la tumeur a pu étre mesurée environ 12
jours apres 1’injection. La Figure 24 montre 1’évolution de la croissance tumorale jusqu’au
jour du sacrifice des souris. Au courant de 1’évolution de la tumeur, des différences
significatives ont été observées quant au volume de la tumeur. En effet, aux jours 36, 38 et
au jour 48, au sacrifice, les volumes tumoraux étaient significativement plus élevés pour les
souris HfeRagl-/- (p = 0.03 et 0.05 respectivement). Pour ce qui est des autres jours de
mesure, quoique non significatif, les mesures montrent une tendance a étre supérieure pour
les souris HfeRagl-/- (p entre 0.06 et 0.1 aux jours 40 a 46). Ceci suggere que la surcharge
en fer des souris doubles mutantes aurait un réle dans la croissance plus rapide des tumeurs

chez les souris HfeRagl-/-.
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Figure 24. Croissance tumorale des souris HfeRagl-/- et Ragl-/-. Les résultats sont présentés
comme ¢étant la moyenne + SE, et un test t de Student a été effectué pour analyser la significativité
des comparaisons.Les souris ont été injectées au jour 0 et ont mis 12 jours avant de développer des
tumeurs mesurables. Le jour 12 du graphique représente le premier jour de mesure. Les souris ont
été sacrifiées au jour 48. Ce graphique montre une tendance a une croissance tumorale plus rapide
pour les souris HfeRagl-/- au jour 36, 38 et 48 (*p < 0.05). Cette expérience préliminaire a €té
effectué quune seule fois.
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3.2 Les souris avec tumeur ont de faibles niveaux de fer comparativement aux souris
controles.

Afin d’explorer si la présence d’une tumeur affectait les parametres du fer, les souris
Ragl-/- et HfeRagl-/- ont été analysés quant au niveau de fer dans le sérum (Figure 25).
Tout d’abord, il existe une différence significative entre les niveaux de fer des souris Ragl-
/- et les souris HfeRagl-/- avant et aprés I’injection des cellules cancéreuses (Avant : fer
sérique de 20+2 uM versus 40+£7uM, p = 0.00001 ; Apres : fer sérique de 14+4uM versus
27+6uM, p = 0.0004). Cette observation vient confirmer que les souris doubles mutantes
sont bien en surcharge de fer. Ensuite, une différence significative existe entre les souris
HfeRagl-/- porteuses de tumeur et les souris HfeRagl-/- contrdles non injectées (fer
sérique de 40+7uM versus 27+6uM, p = 0.001). Egalement, les souris Ragl-/- controle
comparativement aux souris Ragl-/- avec tumeur ont des niveaux de fer sérique
significativement plus faibles (p=0.006). Ceci suggere que les souris porteuses de tumeur
sont en déficience de fer ou en anémie. Cette condition est caractéristique de plusieurs

patients atteints de cancer.
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Figure 25. Niveaux du fer dans le sérum des Ragl-/- (n=7) et HfeRagl-/- (n=9). Les résultats sont
présentés comme étant la moyenne + SD, et un test t de Student a été effectué pour analyser la
significativité des comparaisons. Les souris HfeRagl-/- démontrent des niveaux significativement
plus élevés de fer sérique comparativement a leur contréle Ragl-/- (p < 0.05* et p < 0.05%*). De
plus, les souris avec tumeurs Ragl-/- ou HfeRagl-/- ont des niveaux de fer sérique
significativement plus faibles que leur contrdle respectif (p < 0.05%**).
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V. DISCUSSION

Dans cette étude nous avons pu observer la prévalence des mutations HFE dans une
population québécoise de la région de Montréal dans la province de Québec (patientes
admises a I’Hopital Notre-Dame). Grace aux résultats du génotypage, nous avons pu
comparer la fréquence allélique et génotypique des mutations HFE avec celles retrouvées
dans la population néonatale québécoise [158] (Tableau IV). Comme il a été¢ démontré, de
par une fréquence génotypique et allélique semblable (p > 0.05), la population a I’étude est
représentative de la population québécoise quant aux mutations HFE. Toutefois, lorsque
ces patientes sont divisées en sous groupes, selon les pathologies qu’elles ont développées,
des différences significatives sont observées. En effet, nos résultats démontrent pour la
premicre fois une fréquence allélique de la mutation C282Y plus élevée chez les patientes
avec tumeur ovarienne cancéreuse (LMP+TOV= 5.9%) comparativement a la population
contrdle (1.3%), suggérant que ces patientes ont un risque plus élevé de développer un
EOC (Tableau V). Autre fait intéressant, la fréquence allélique des mutations C282Y est
plus élevée chez les patientes avec tumeur ovarienne cancéreuse (5.9%) comparativement
aux patientes avec cancer de I’endometre (2.2%). En sachant que le EOC est responsable de
plus de mortalité par année que le cancer de I’endometre [234], et par conséquent, que le
cancer de I’ovaire est sans aucun doute plus agressif, une fréquence allélique plus ¢levée de
la mutation C282Y, chez les patientes avec EOC, suggére un lien possible entre les
mutations HFE et 1’agressivité du EOC chez ces patientes. L’ensemble de ces résultats
suggerent que des altérations du métabolisme du fer, chez les patientes avec mutations
C282Y, pourraient promouvoir le développement de I’EOC et également augmenter
I’agressivité de cette maladie. En effet, il est important de mentionner que la prévalence de
la mutation C282Y est non négligeable dans la population québécoise (Tableau IV
prévalence : 76/ 881 = 8.6%) et que celle-ci peut étre la cause d’importantes altérations du
métabolisme du fer [273, 274]. Dans ce sens, 1’effet procarcinogene pouvant étre associé
aux mutations C282Y pourrait considérablement influencer le risque ou le pronostique d’un

cancer.

De plus, il serait ¢galement intéressant de noter que selon le Tableau II, la grande majorité

des patientes avec LMP ou TOV se retrouvent dans une tranche d’age ou elles sont fort
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probablement ménopausées (environ 80% des patientes avec TOV ont au-dessus de 50
ans). Ainsi, bien qu’il faudrait effectuer une étude plus détaillée analysant les différentes
tranches d’age et la présence des mutations HFE, nous pouvons presque affirmer que les
patientes, chez lesquelles une fréquence allélique des mutations C282Y ¢élevées a été
observé, sont probablement ménopausées. Ceci étant dit, un lien fort intéressant peut étre
noté puisque chez les femmes ménopausées 1’arrét des menstruations met fin a la perte de
quantités importantes de fer et par conséquent, I’accumulation de fer peut étre davantage
prononcée chez celles-ci. Egalement, il a été reporté que les cancers estrogénes-dépendants,
tel que le cancer du sein ou le EOC, sont associé€s a un stress oxidatif endogéne important
produit par des métabolites de 1’estrogene de tissus cibles [275, 276]. Par conséquent, des
accumulations de fer liées aux mutations HFE pourraient aggraver ce stress oxidatif chez
ces patientes. A ce jour, notre étude est la premiére a démontrer une association entre la
fréquence allélique des mutations C282Y et le EOC. Toutefois, une étude a démontré une
prévalence élevée de la mutation C282Y dans un autre cancer estrogéne-dépendant soit le

cancer du sein [277].

En plus de démontrer qu’il existe une association entre une fréquence allélique élevée des
mutations C282Y et le EOC, notre étude a démontrer que ces patientes ont un pronostique
plus faible. En effet, les résultats de survie démontrent clairement que les patientes avec
mutations C282Y ont un pronostique plus faible que les patientes sans mutations et ce, peu
importe le grade de la tumeur (GO-G3). Les patientes avec mutations C282Y et tumeur de
G3 ont un taux de survie d’environ 20%, aprés 2 ans, comparativement a 60% pour les
patientes sans mutations. De plus, selon I’analyse de Cox, le décés de ces patientes ne
semble pas étre dii a 1’dge de celles-ci puisque la mutation semble Eétre un marqueur
significativement plus important. En ajout, cette analyse a également démontrée que la
mutation C282Y est un marqueur plus fort que le grade de la tumeur et 1’age des patientes
(Facteur de puissance de 10.11, 0.141 et 0.627 respectivement). La présente étude est la
premicre a démontrée un lien entre la présence de mutation C282Y et une survie
significativement faible chez les patientes avec tumeur ovarienne. Une étude a réussi a
montrer que des niveaux ¢élevés de fer augmentaient le risque d’avoir un cancer chez les
femmes et les hommes [278]. De plus, une ¢tude au Denmark a démontré qu’il y avait une

diminution de la fréquence des hétérozygotes pour la mutation C282Y avec I’age,
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suggérant que les porteurs de cette mutation ont un taux de survie plus faible [279]. Ces
deux derniéres études ne favorisent aucunement une survie élevée chez les patientes avec
mutations C282Y renforcant davantage la présente étude, qui démontre pour la premicre
fois un lien possible entre une faible survie et la présence de mutations C282Y chez les

patientes avec EOC.

Un autre fait intéressant de notre étude est la relation qui existe entre le grade de la tumeur
et les différents paramétres du fer. En effet, les patientes avec grade avancé du cancer de
I’ovaire ont des niveaux significativement faibles de fer dans le sérum et significativement
¢levés de ferritine. Ces symptomes concordent avec ceux retrouvés dans I’anémie des
maladies chroniques (ACD) ou I’anémie causée par un cancer. En effet, cette anémie est
caractérisée par des hauts niveaux de ferritine dans le sérum et de faibles niveaux de fer
dans le sérum [280]. Une étude comparant 95 patientes saines a 91 patientes avec EOC a
réussi a démontrer des niveaux de fer du sérum significativement bas (93.4 ug/dL versus
49.3 ng/dL, p<0.001) et des niveaux de ferritine dans le sérum significativement hauts (56
ng/mL versus 320.4 ng/mL, p<0.001) chez les patientes avec EOC de stade III et IV,
comparativement aux patientes de stade I et II et a des patientes saines [281]. En bref,
I’ACD lié au cancer est le résultat de 1’activation de systémes immuns et inflammatoires
menant & la libération excessive de plusieurs cytokines. A son tour, cette surproduction de
cytokines cause des anormalités du métabolisme du fer et empéche une utilisation adéquate
du fer [282]. Par exemple, I’ITFN-y, qui est surproduit, stimule la transcription de la ferritine
et augmente la captation du fer par les cellules en stimulant 1’expression du transporteur de
fer DMT-1, et diminue la sortie du fer en inhibant la ferroportine [283]. Par conséquent, ces
événements ont pour effet d’accumuler le fer a ’intérieur de la cellule, en grande partie
dans les macrophages, et de diminuer les niveaux de fer dans le sérum. Nous pourrions
supposer que la baisse des niveaux de fer dans le sérum, en présence d’une malignité, est
due au fait que les cellules tumorales utilisent (stock) le fer pour leur croissance et que par
conséquent, les niveaux de fer circulant diminuent. Ceci expliquerait les niveaux élevés de

ferritine dans le sérum retrouvés chez les patientes avec EOC de grade avancé.

Plusieurs autres études sont parvenues a démontrer que les niveaux de ferritine sont ¢levés

chez les patientes avec EOC, dont un groupe qui a observé une hyperferritinémie chez 94%
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des cas avec cancer de 1’ovaire et démontrant que le cancer de I’ovaire et le cancer de
I’utérus sont les malignités montrant les plus hauts niveaux de ferritine [284, 285]. De plus,
une étude a également réussi a établir un lien entre les niveaux de ferritine des patientes
avec EOC et le stade de la maladie [266]. Aussi, des études ont tentées d’utiliser la ferritine
comme marqueur tumoral en combinaison avec d’autres marqueurs tels que tels que le TPA
(tissue polypeptide antigen) et le CA-125 (cancer antigen 125) [286, 287]. Ces études ont
trouvées que les niveaux de ces marqueurs étaient élevés dans les stades avancés de la
maladie. Suite a ces résultats, il est a se demander quel est le role biologique joué par la
ferritine dans les cellules tumorales. En fait ce role n’est pas encore complétement compris,
bien que différentes études suggerent que la ferritine intracellulaire est un marqueur fiable
de la prolifération cellulaire [288]. Ainsi, maintes études ont confirmées 1’expression de la
ferritine dans le EOC et ont trouvées une haute corrélation entre une concentration élevée
de la ferritine et des niveaux ¢levés de prolifération (correspondant a des stades avancés de
la maladie). Par conséquent, des hauts niveaux de ferritine sont liés a un faible pronostique.
Dans ce méme ordre d’idées, un groupe a réussi a montrer, par Northern Blot, des niveaux
d’ARNm de la ferritine significativement plus élevés dans des échantillons de tumeurs
métastatiques du EOC comparativement aux échantillons avec tumeur primaire de I’ovaire
[289]. Collectivement, ces résultats suggerent que la ferritine devrait étre utilisée comme
marqueur tumoral, seul ou en combinaison avec d’autres marqueurs, de manicre a évaluer
le stade de la maladie (agressivité) et également pour permettre d’effectuer un diagnostique

précoce chez les patientes a haut risque de développer un EOC.

Les résultats obtenus grace aux données cliniques, ont soulevés les questions suivantes
quant au role des mutations C282Y dans le EOC : pourquoi les patientes avec une
fréquence ¢levée de I’alléle Y ont un risque plus élevées de développer un cancer de
I’ovaire ? Pourquoi ces patientes ont-elles un prognostique plus faible ? Pourquoi ces
patientes ont des niveaux faibles de fer dans le sérum et des niveaux élevés de ferritine ?
Nous avons retenus deux hypothéses intéressantes, soit que le fer en excés permet une
croissance plus rapide des cellules cancéreuses ou encore que le fer corporel, dii aux
mutations HFE influence la croissance tumorale. Pour vérifier notre premiére hypothese,
nous avons générés des lignées stables du EOC qui étaient initialement déficientes pour la

protéine HFE (homozygote pour la mutation C282Y) et nous avons tentés de restaurer sa
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fonction en transfectant avec le vecteur HFE,;. Nous avons choisi la lignée TOV-112D car
elle était homozygote pour la mutation C282Y (protéine HFE non fonctionnelle) et par
conséquent, elle s’avérait un modele intéressant pour étudier 1’effet de la restauration de la
protéine HFE,,.. La Figure 17 ainsi que la Figure 18 démontrent que les clones sélectionnés
pour les études in vitro et in vivo subséquentes expriment bien la protéine HFE,; et la
protéine HFEc25oyv. En effet, I’équipe de Dr. Kostas Pantopoulos [269] avait décrit le profil
d’expression attendu sur Western Blot pour les protéines HFE,, et la protéine HFEcg,y.
Aprées avoir générées les lignées stables TOV-112D, nous avons tentés de confirmer si nous
avions bel et bien réussi a modifier des paramétres de métabolisme du fer suite a
I’expression de la protéine HFE. Pour ce faire, nous avons évalués les niveaux de TfR
totaux par Western Blot et ceux-ci sont demeurés inchangés. Cependant, les niveaux de
TfR a la surface cellulaire ont montré des résultats intéressants. En effet, les clones HFE,;
générés ont montré un nombre significativement plus élevé de TfR a leur surface, suggérant
un phénotype de déficience en fer. Dans la Figure 21, on peut observer que le clone
transfecté avec la protéine HFE,, agit de la méme maniére que les cellules TOV-112D
traitées avec DFO et non comme les cellules traitées avec FAC. Il est a noter que la DFO
est un chélateur de fer et qu’elle engendre un phénotype de déficience en fer (augmente le
nombre de TfR et diminue les niveaux de ferritine) [221,290]. Le FAC quant a lui, est un
donneur de fer aux cellules et il a ét¢ démontré qu’il diminuait I’expression du TfR [291].
Nos résultats suggerent donc que les clones TOV-112D transfectés avec la protéine HFE,
ont un phénotype de déficience de fer. L’effet de la protéine Wt et mutante de HFE a été
évalué précédemment, dans des cellules de cancer du poumon humain H1299 muni d’un
systéme tet-off, ou I’expression de la protéine a été induite par le retrait de la tétracycline
dans le milieu des clones stables [269]. Les cellules ensemencées durant 4 jours sans
tétracycline ont montrées, par Western Blot, des niveaux de TfR plus élevés pour la
proté¢ine HFE,; comparativement a la protéine HFEc,5y. Lee et al. ont réussi a faire
exprimer la protéine HFE,,; et la protéine HFEc 5y dans une lignée neuronale humaine
déficiente pour la protéine HFE endogene [292]. Cette étude a également démontré que les
cellules transfectées avec la protéine mutée C282Y ont 96% moins d’expression de TfR
comparativement aux cellules HFE,; et celles transfectées avec le contrdle vecteur vide.
Corsi et al. ont démontrés qu’une surexpression de la protéine HFE,, dans une lignée

cellulaire HeLa se traduit par une augmentation de 3 a 4 fois dans les niveaux d’expression
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du TfR [293]. Egalement, le groupe Chitambar et al. ont montrés que les niveaux de TfR a
la surface de cellules lymphoides étaient 2 a 3 fois plus élevés dans des cellules de patients
génotypés Wt pour la protéine HFE comparativement aux cellules ayant la mutation C282Y
[294]. Ainsi, collectivement les résultats obtenus par d’autres groupes semblent concorder
avec nos résultats, des niveaux de TfR a la surface cellulaire (Figure 21), et suggérent que
la protéine HFE,,; engendre un phénotype de déficience de fer pour les cellules TOV-112D.
Il faut spécifier que nos résultats de niveaux de TfR totaux (Figure 20) ne semblent
toutefois pas correspondre aux résultats obtenus par les autres groupes. Bien que ce soit les
mémes clones qui ont été analysés pour les ¢tudes analysant les niveaux de TfR totaux et a
la surface cellulaire, des différences significatives ont seulement été trouvées en terme de
TfR a la surface de la cellule. Il se peut que les différences soient plus notables, dans notre
cas, lorsque nous analysons seulement le nombre de TfR a la surface et que les différences

soient apparentes en situation de déficience de fer.

Plusieurs études nous laissent croire que la protéine HFE mutée pour C282Y engendre des
niveaux de fer supérieur. Effectivement, Chitambar et al, [294] ont utilisés le fer marqué
(*°Fe, isotope radioactif) afin de mesurer la captation du fer dans des cellules lymphoides
mutées pour C282Y. Leurs résultats ont montrés que les cellules homozygotes pour C282Y
avaient une captation du fer supérieure a celle des cellules Wt et que les cellules C282Y
internalisaient un nombre supérieur de TfR li¢ a la Tf (p < 0.001). Des résultats similaires
ont été trouvés dans des cellules TrVb (cellules déficientes en TfR endogeéne) ou des
cellules transfectées avec le TfR et la protéine HFE,; ont montrées un faible taux de
captation du Fe?"[295]. En paralléle, une équipe a également démontrée que la captation du
fer et les niveaux de ferritine, en présence de FAC, étaient significativement plus élevés,
dans des cellules embryonniques de rein humain HEK-293 transfectées avec la protéine
mutée pour C282Y, comparativement aux cellules HFE,,; [296]. De plus, les études avec
les cellules neuronales utilisant la calcéine, une protéine fluorescente qui chélate le fer, ont
montrées des niveaux de LIP supérieurs pour les cellules transfectées avec C282Y
comparativement aux cellules Wt (0.2 vs 45.7 fluorescence/ug de protéine) [292]. Par
conséquent, il serait prévisible que des cellules exprimant la forme mutée HFEc,s,y aient

une captation du fer supérieure.



88

En supposant que les cellules TOV-112D transfectées avec HFEc,gy ont des niveaux de
fer supérieurs et en sachant que le fer est nécessaire a la croissance cellulaire, nous avons
décidés de tester notre premiere hypothése, soit que de hautes concentrations de fer
favoriseraient la prolifération rapide des cellules cancéreuses dans le EOC. Pour ce faire,
nous avons décidés de comparer la prolifération des cellules exprimant la protéine mutée
versus celles des cellules exprimant la protéine HFE,: par la méthode MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium). Nos résultats n’ont démontrés aucune
différence significative quant a la prolifération des cellules HFE,; versus les cellules
HFEc2s2v ou les cellules controles transfectées avec le vecteur vide (p > 0.05). Ces résultats
suggerent que 1’expression de la protéine HFE, n’a pas d’effet sur la prolifération in vitro
des cellules TOV-112D. L’absence de différence en terme de prolifération in vitro pourrait
étre da au fait que nous ayons utilisés un milieu enrichi de FBS a 10%. En effet, le sérum
contient de grande quantité de Tt et des différences de prolifération, méme si elles seraient
minimes, pourraient ne pas avoir ét¢ notables dans un tel milieu. Afin d’investiguer
davantage cette caractéristique, il serait intéressant d’observer la prolifération des cellules
HFE,, versus les cellules HFE(5y dans des milieux moins riches en Tf (FBS 5%, 1% ou
en absence de sérum). A notre connaissance, aucune étude a ce jour n’a tenté d’étudier
I’effet de I’expression des protéines HFEy; et HFEc2sov sur la prolifération cellulaire. Des
études in vitro supplémentaires ainsi que des études in vivo sont nécessaires afin d’évaluer
I’effet de la restauration de la protéine HFE,, sur la croissance des cellules (voir section
Perspectives et Conclusion a la page 93). Ainsi, bien que nos études in vitro de
prolifération n’ont rien révélées, il est fort possible que I’injection de ces cellules dans un
modele in vivo, dans lequel on retrouve des niveaux physiologiques de fer, permettrait
d’observer un changement en terme de croissance des cellules cancéreuses. Un groupe a
démontré que des études in vitro n’ont révélées aucune différence quant a la croissance de
cellules cancéreuses dans un milieu enrichi de fer, alors qu’in vivo, les souris sous di¢te de

fer ont montrées des différences significatives en termes de croissance tumorale [297].

Quoiqu’il en soit, nombreuses sont les études qui ont démontrées qu’il existait un lien entre
les niveaux de fer et la prolifération des cellules néoplasiques. Par exemple, en utilisant un
modele de lymphome a cellules B, une équipe a prouvée qu’une inhibition du TfR diminue

significativement la prolifération cellulaire et résulte en un arrét de la phase G1 du cycle



&9

cellulaire [298]. De plus, une équipe a démontré, in vitro, I’inhibition de la croissance
d’une tumeur hématologique suite a 1’utilisation d’un anticorps monoclonal anti-T{R [299].
En ajout, une équipe a montré que dans une lignée stable de mélanome humain réprimant
I’expression de la ferritine, la prolifération des cellules in vitro et in vivo était
significativement diminuée [300]. De plus, en ce qui attrait plus spécifiquement au cancer
de l'ovaire, une étude a démontrer D’effet des chélateurs du fer DFO et DPTA
(diethylenetriamine pentaacetic acid) dans une lignée de cancer de I’ovaire humaine CaOV-
3 et de rat NUTU-19 [301]. Les résultats de prolifération ont révélés que la DFO réussit a
inhiber la prolifération de la lignée CaOV-3 et NUTU-19, alors que la DPTA inhibe les
cellules NUTU-19. De plus I’arrét de la synthése d’ADN, par la DFO et le DPTA, a été
démontré pour les 2 lignées cellulaires de 1’ovaire. En bref, les résultats de Brard et al.
montrent que les chélateurs de fer engendre un arrét de croissance cellulaire, dans un

modele de cancer de 1’ovaire, en inhibant la prolifération et en causant 1’apoptose.

Afin de vérifier notre seconde hypothése, soit de vérifier si les niveaux de fer corporel,
contrairement aux mutations dans les cellules cancéreuses, influenceraient la croissance
d’une lignée cellulaire du cancer de 1’ovaire, nous avons tout d’abord générés un modele de
souris double mutantes HfeRagl-/- (n=9). Ce mod¢le a été décrit précédemment dans notre
laboratoire [271]. En effet, ces souris démontrent une surcharge de fer importante,
notamment au niveau du foie. Par conséquent, celui-ci était un modele intéressant pour
étudier I’effet du fer corporel sur la croissance tumorale. Afin d’effectuer les expériences in
vivo nous avons optés pour la lignée cellulaire TOV-21G génotypée Wt pour la mutation
C282Y. Suite a I’injection des cellules TOV-21G dans le modele murin HfeRagl-/-, nous
avons mesurés les parameétres nécessaires au calcul du volume tumoral (longueur, largeur et
hauteur de la tumeur). Une fois les données récoltées, nous avons observés des différences
significatives en terme de volume tumoral aux jours 36, 38 et au moment du sacrifice au
jour 48 (p = 0.03 et 0.05 respectivement). De plus, bien qu’elles n’ont pas atteintes la
significativité, les valeurs obtenues en terme de volume au courant des autres jours,
montrent une tendance a étre supérieure (p entre 0.06 et 0.1 aux jours 40 a 46) pour les
souris HfeRagl-/- comparativement aux souris controles Ragl-/-. Les données obtenues par
cette expérience, effectuée qu’une seule fois, sont préliminaires, toutefois ils suggérent que

la surcharge en fer chez ces souris double mutantes aurait un réle dans la croissance plus
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rapide des tumeurs. Il est évident que celles-ci doivent étre répétées afin de confirmer ces
observations. Egalement, comme observé dans la Figure 25, les niveaux de fer du sérum
étaient significativement plus faibles chez les souris avec tumeur (Ragl-/- ou HfeRagl-/-).
Il serait nécessaire de mesurer les paramétres €rythroides de ces souris afin de confirmer

que celles-ci sont anémiques.

A ce jour, notre laboratoire est le seul & avoir adopté un modéle murin unique, HfeRagl-/-,
pour étudier I'influence du fer corporel sur la croissance tumorale. Toutefois, d’autres
modeles murins ont été utilisés pour évaluer I’influence du fer corporel sur la croissance
tumorale. En effet, le groupe de Bergeron et al, ont provoqués une surcharge de fer chez
des souris en injectant du fer de maniere i.p. (24mg/kg/poids ou 250 mg/kg/poids) et ont
observés un nombre de cellules cancéreuses significativement plus élevé chez les souris
prétraitées avec du fer [297]. Le taux de croissance tumorale était plus rapide chez les
souris appartenant au groupe traité avec fer versus le groupe controle (p < 0.05). Une
seconde étude a démontré que ’injection de cellules CA07-A (adénocarcinome du colon),
HE129 (cancer du foie) ou M119 (adénocarcinome du sein), chez des souris immuno-
déficientes auxquelles on a administrée une dicte déficiente en fer (Smg/kg/poids),
engendrait une croissance tumorale significativement plus faible chez le groupe avec
déficience en fer comparativement au groupe traité avec di¢te normale [302]. De plus,
I’équipe de Nie et al, ont réussi a démontrer qu’en injectant des cellules du cancer du
poumon surexprimant la ferritine mitochondriale (MtFt) chez des souris immuo-déficientes
Balb/c, la croissance tumorale était significativement diminué¢ comparativement au groupe
contrdle [303]. Les cellules surexprimant la MtFt ont montrées un phénotype de déficience
en fer caractérisé par une augmentation du nombre de TfR et une diminution de la ferritine
du cytosol (augmentation de I’interaction IRP/IRE). Cette étude a démontré que de hauts
niveaux de MtFt peuvent dramatiquement affecter ’homéostasie du fer en redirigeant le fer
vers la mitochondrie. Ces résultats suggérent que la privation de fer dans le cytosol soit la

cause de I’inhibiton significative de croissance tumorale.
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En ce qui attrait aux résultats démontrant une faible survie des patientes avec EOC et
mutations C282Y, il serait possible de vérifier s’il y aurait eu une perte de 1’hétérozygocité
dans les échantillons de tumeur de ces patientes. En effet, nous pourrions alors différencier
si les mutations germinales difféerent des mutations somatiques chez ces patientes. Ainsi,
par perte d’hétérozygocité, ces patientes pourraient &tre homozygote pour la mutation
C282Y et par conséquent, avoir des niveaux de fer corporels encore plus important,
expliquant possiblement leur faible taux de survie. De plus, il serait intéressant d’aller
mesurer les quantiités de fer dans les tumeurs des patientes avec EOC par la méthode
d’absorption atomique. De cette manicre, nous pourrions comparer les quantités de fer chez

les patientes de GO comparativement aux patientes de G3.

Egalement, en plus d’avoir évalué les niveaux de fer du sérum, de la saturation de la Tf, de
la Tf et de la ferritine dans le sang des patientes avec EOC, il serait intéressant de mesurer
les niveaux de liopocaline 2. En effet, la lipocaline 2 est une protéine liant le fer et
récemment, il a ét¢ observé que la lipocaline 2 est surexprimée dans les cellules
métastatiques du cancer du sein [304]. Dans notre cas, nous pourrions supposer que la

lipocaline 2 soit surexprimée chez les patientes avec EOC de grade avance.

De plus, bien que nos études par FACS suggérent que les clones TOV-112D, exprimant la
protéine HFE,,, ont un phénotype de déficience en fer, des études supplémentaires seraient
nécessaires de maniere a confirmer ces résultats. Parmi celles-ci, nous pourrions évaluer
les niveaux de fer du LIP avec la calcéine, un marqueur sensible au fer, des cellules
exprimant la protéine HFE,; ou mutées pour C282Y. Nous pourrions également, par
Western Blot ou ELISA, évaluer les niveaux de ferritine de ces cellules. Ainsi, les données
obtenues, par des études phénotypiques supplémentaires, viendraient renforcer nos résultats
sur 1’é¢tude du nombre de TfR a la surface cellulaire de ces cellules. Nous pourrions
également questionner notre systéme d’expression, celui-ci pouvant empécher une
expression stable de la protéine HFE. Par conséquent, nous pourrions envisager d’utiliser

un systéme tet-off de manicre a s’assurer d’obtenir des niveaux stables d’expression. En
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effet, ce systeéme a été adopté par le groupe de Wang et al, pour transfecter les vecteurs

HFE., HFEc250v et HFEgs3p dans les cellules du cancer du poumon H1299 [269].

Pour ce qui est des études in vitro, des expériences supplémentaires pourraient &tre
effectuées pour comparer le pouvoir métastatique des cellules HFE,; et HFEc2s,y. Pour ce
faire, des tests ¢valuant la croissance indépendante de I’ancrage des cellules pourraient étre
effectués. Le groupe de Tripathi et al, a démontré que les tumeurs métastatiques du cancer
de I'ovaire exprimaient de grandes quantités de ferritine comparativement aux tumeurs
primaires [289]. Dans ce sens, nous pourrions tester, dans notre mode¢le, si des niveaux
¢levés de fer, engendrés par la mutation C282Y, pourraient influencer le pouvoir

métastatique des cellules.

De plus, nous pourrions vérifier une hypothése supplémentaire, soit que 1’exces de fer
engendré par les mutations C282Y du géne HFE pourrait étre responsable d’une résistance
aux traitements de chimiothérapie. Afin de tester cette hypothése, nous pourrions traitées
les cellules HFEy: et HFEc.3vy avec différents traitements utilisés contre le EOC,
notamment par Taxol ou Cisplatine et vérifier si les cellules HFEc,s,y montrent une
résistance a ces agents. Aussi, nous pourrions tester la croissance de ces cellules dans un
milieu trait¢ avec un chélateur de fer (DFO) ou encore dans un milieu déficient en fer (soit
diminuer les niveaux de sérum a 1% ou encore utiliser un milieu spécifiquement déficient
en fer) et observer leur comportement. En effet, comme il a ét¢ mentionné précédement, le
sérum 10% est riche en Tf, et il serait sans doute nécessaire de limiter les quantités de fer
dans le milieu de croissance (en diminuant a du sérum 1% par exemple) afin de pouvoir

observer des diffénces en terme de prolifération cellulaire.

In vivo, les cellules TOV-112D exprimant HFE,; et HFE 25,y pourraient étre injectées a des
souris immuno-déficientes (SCID ou Ragl-/-) de maniére a observer la croissance
tumorale. La résistance aux traitements pourrait également &tre testée in vivo par Taxol,
Cisplatine ou encore DFO. Egalement, il serait intéressant de répéter 1’expérience in vivo
chez les souris HfeRagl-/-, afin d’évaluer si les taux de fer corporel influence vraiment la

croissance tumorale.
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Autre fait intéressant, des études par le groupe de De Souza et al, ont démontrées que la
mutation C282Y du géne HFE nuirait a la stabilit¢ des CMH-1 (complexe majeur
d’histocompatibilité) et ne permettrait pas leur expression a la surface cellulaire [305]. Par
conséquent, les cellules affectées par cette mutation (par exemple les cellules tumorales)
pourraient empécher la reconnaissance des cellules tumorales par les cellules T
cytotoxiques responsables de leur destruction. Ces faits pourraient également s’appliquer a
notre étude, et servir d’hypothése supplémentaire pouvant expliquer notamment la survie
diminuée des patientes avec EOC et mutations C282Y. Des études visant a comprendre
davantage ce processus sont présentement en cours dans notre laboratoire. Parmi ces
études, des cellules de mélanome sont transfectées avec les vecteurs HFE et HFEc2s)y,
mis en co-culture avec des lymphocytes T, pour ensuite mesurer les niveaux de

reconnaissance en quantifiant I’INF-y dans le surnageant par ELISA.

En conclusion, nos résultats ont permis d’observer que les patientes avec tumeur ovarienne
possédaient une fréquence allélique significativement plus élevée des mutations C282Y
comparativement au groupe controle. De plus, les patientes avec mutations C282Y et EOC
ont démontrées une survie moindre. En ajout, les niveaux de ferritine se sont avérés
significativement plus ¢levés chez les patientes avec grade avancé du EOC.
Collectivement, ces résultats suggerent que la ferritine semble étre un bon marqueur
tumoral pour évaluer le grade de la tumeur. De plus, une étude préliminaire dans un modele
de souris en surcharge de fer, HfeRagl-/-, a permis d’observer une tendance a une
croissance tumorale plus rapide, suggérant que le fer corporel influencerait la prolifération
des cellules cancéreuses. Des études in vitro et in vivo supplémentaires sont nécessaires
afin de comprendre davantage le role des mutations C282Y dans le EOC. Notamment, des
études pour tester si I’excés de fer serait responsable d’une résistance au traitement que les

patientes regoivent ou encore que le fer en excés engendre une toxicité.
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