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Il laboratorio nel controllo del metabolismo del
ferro
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FERRO:
RUOLO BIOLOGICO

Il ferro € essenziale per:
e sintesi dell'Eme, gruppo prostetico di:
- emoglobina e mioglobina >trasporto e accumulo di
O,
- citocromi e perossidasi —>catalisi delle reazioni
REDOX

o cluster ferro-zolfo (es. aconitasi) =>respirazione
cellulare

e sintesi e riparazione del DNA

Il ferro e tossico perché:

e catalizza la reazione di Fenton e la produzione del
radicale idrossile

Fett + H,O, > Fe**t + OH + °OH
ROS (Reactive Oxygen Species) + Fe (Cu) > OH°




FERRO
CICLO BIOLOGICO

4l
1/

4 tipi cellulari influenzano il contenuto e la distribuzione del ferro:
e gli enterociti duodenali, determinano I'assorbimento del ferro alimentare
e | precursori eritroidi, in gran parte l'utilizzo del ferro
e | macrofagi (sistema reticoloendoteliale), lo storage e il ricircolo
e gli epatociti, storage e controllo “endocrino” del metabolismo
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CICLO BIOLOGICO DEL FERRO

Conservare |I'omeostasi del Fe richiede I'assorbimento di 1-2 mg/giorno per equilibrare le

perdite dalle cellule desquamate

escrezione del ferro non € regolata, non esistono meccanismi codificati di eliminazione

assorbimento Fe intestinale e altamente regolato
Fe viene assorbito dagli enterociti duodenali

Fe necessita di una reazione di riduzione a Fe?*per poter essere assorbito (membrana
cellulare apicale) da una ferro-riduttasi (DcytB e forse da altre riduttasi)

trasportato all'interno della cellula attraverso il trasportatore 1 di metallo divalente

(DMT1- divelent metal transpporter 1)

EME entra nelle cellule con meccanismo differente,
ancora sconosciuto (forse dall'eme-ossidasi Hox1)

La maggior parte del Fe & depositato in forma di
ferritina e proviene dalla senescenza RBC
Esportazione verso il plasma mediante il trasportatore
basolaterale ferroportina

Fleming RE et al. NEJM 2012;366:348
21/11/2013 Hentze MW Cell 2010;142:24
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CICLO BIOLOGICO DEL FERRO

- Fe rilasciato dagli enterociti e macrofiagi lega i siti liberi della proteina vettrice
transferrina

+ la capacita di legame normalmente eccede la concentrazione di Fe circolante; la
normale saturazione della Trf e pari a circa il 30%

+« Fe legato alla Trf rappresenta l'unica fonte fisiologica disponibile per le cellule

+ le cellule regolano finemente l'ingresso del Fe modulando l'espressione di superficie
del recettore 1 per la transferrina (TfR1)

« Se la Trf viene saturata, il Fe addizionale presente in circolo € legato amolecole a basso
PM (es, citrato) a formare il «ferro non legato alla Trf* (NTBI), facilmente prelevato da
alcuni tipi cellulari (cadiomiociti e epatociti)

+ NTBI e largamente responsabile del danno cellulare legato a fenomeni di ossidazione

+ frazione labile del Fe plasmatico

Iron overload Iron deficiency
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Transferrin and
hon-transferrin-bound iron (NTBI)
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NTEBIl appears in plasma when transferrin is almost completely saturated
(saturation > 60—70%); it is taken up by cells® and is highly toxic
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21/11/2013 Cabantchik ZI et al. Best Pract Res Clin Haemat 2005;18:277



CICLO BIOLOGICO DEL FERRO

Fleming RE et al. NEJM 2012;366:348

« gli epatociti sono uno dei principali siti di Fe
deposito in forma di ferritina
« NTBI & probabilmente un maggiore contribuente al

loading epatico in condizioni di elevata saturazione
Trf

« l'epatocita ha un ruolo centrale nellomeostasi
endocrina del ferro in quanto sede della sintesi
dellormone epcidina

« hep opera quale ormone ,ipoferremico", mediante

la down-regolazione del trasportatore ferroportina e Fig. 1. Molecular structure of hepcidin.

i ; ; ; A model of the structure of hepcidin-25 according to Jordan
del conseguente rilascio Qel _F_e in circolo | ) Bk e i e et Tt e
« Fe bloccato nell’enterocita iriduce |'assorbimento peptide backbone (grey), the disulfide bonds (1-8, 2-4,
dietetico 3-6, and 5-7) (yellow), positively charged arginine and
i . i lysine residues (blue), and the negatively charged aspartic

« Fe bloccato nei macrofagi riduce il turnover del Fe il ek el

« sintesi finemente regolata mediante segnali
conseguenti a fenomeni infammatori e provenienti
da bilancio del ferro, dall'attivita eritropoietica e
dalla tensione di ossigeno 7




Fleming RE et al. NEJM 2012;366:348

CICLO BIOLOGICO DEL FERRO

Regolazione sintesi epcidina

« inflammazione: hep & proteina di fase acuta e media la ipoferremia associata ad infezione,
effetto mediato largamente da IL-6 e da altre citochine inflammatorie

« bilancio Fe: hep e regolata

« dai depositi epatici > specifici recettori di membrana con intervento di emoiuvelina, attivazione
della trascrizione di hep

« livelli Fe circolanti = interazione tra Trf legata e 2 recettori epatocellulari (TfR1 e TfR2) che a loro
volta interagiscono con la proteina HFE, attivazione trascrizione di hep

« eritropoiesi: riduce l'espressione di hep (es, salasso, emolisi, EPO terapia). Meccanismo
non completamente noto

«~ tensione di ossigeno: in condizione di ipossia si ha riduzione dell'espressione di hep
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Hepcidin is the master regulator of
systemic iron homeostasis

+ The liver peptide hepcidin regulates intestinal iron absorption and iron
release from storage cells by binding ferroportin, causing its internalization

and degradation, and thus exerting a general inhibitory effect on iron release
in the body

v
Enterocyte Macrophage

21/11/2013 Nemeth E et al. Science 2004;306-2090



L' EPCIDINA REGOLA

L’'OMEOSTASI DEL FERRO

anemia
hypoxia
iron-restricted diet

hepcldm 1

w U hepcidin I

inflammation
iron-overload




REGOLAZIONE DELL'EPCIDINA

Erythropoiesis | | Iron status
Circulating iron Iron stores

Diferri-transferrin
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CICLO BIOLOGICO DEL FERRO

Functional Fe '\ -
o A\ —Iron stored in ferritin

Reticuloendothelial
-macrophage

Iren bound
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f— Hepatocyte

Iron stored in ferritin
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0,2 g female)
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CICLO BIOLOGICO DEL FERRO

Iron overload

Iron deficiency
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Figure 1. Regulation of Systemic Iron Homeostasis
Cialls involved in systemic iron regulation are shown. Divalent metal transporter 1 (OMT1) at the apical membrane of enterocytes takes up ron from the luemen of
the ducdanum after DCYTHB reduces Feilll] to Felll). Famoportin at the basolsteral membrane cooperates with hephasstin that oxdizes Felll) to Fe{ll). iron-loadead
{diferric) transferrin (Tf-Fe.), indicated by red dots, supplies iron o all cells by binding to the transferrin receptor 1 (TfR1) and subsequent endocytosis. TR is
hightly axpressed on hamoglobin-synthesizing enythroblasts. Hepatooytes sense transfemrin saterationiron stores and releass hepoidin accordingly. Red cell inon iz
recycled by macrophages via femoportin and the femoxidase ceruloplasmin. In ron overdoad (left), high hepcidin levels inhibit ferroportin-mediated iron export by
triggering internalization and degradation of the comples to reduce transfemin satwation. Hepcidin expression is high. In iron deficiency (right), iron is released by
feeroportin into the circulstion. Hemoglobin-derved hame is catabolized in macrophages by hemoxygenass-1 (HOX1). Hepcidin expression is low.
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PATOLOGIE DELLA REGOLAZIONE SISTEMICA DEL
FERRO

I

I

Un eccesso di ferro € dannoso, particolarmente per i

parenchimi. IRON OVERLOAD
Carenza di ferro causa anemia. “

Non solo il carico totale di ferro deve essere reqgolato,
ma anche la sua compartimentalizzazione.

FID/ACD

GOLD STANDARD DIAGNOSTICO

IDA: agoaspirato midollare, risposta alla terapia IV
IRON OVERLOAD: biopsia epatica, RMN




PATOLOGIE DELLA REGOLAZIONE SISTEMICA DEL

FERRO

Table 1. Human disorders associated with or caused by disturbances of iron metabolism.

Iron overload

Systemic

Regionalfocal

Iron deficiency

Iron
mis=distribution

'Hereditary hemocromatosis (HFE -, TfR2-, |
HJV-, HAMP-, FPN-related)

Ferroportin disease

Aceruloplasminemia

Atransferrinemia

DMT -1 deficiency

H-ferritin related iron overload

Hereditary iron-loading anaemias with
inefficient erythropoiesis

Porphyria cutanea tarda

Hereditary
(Ferroportin disease)’

Iron-refractory iron deficiency
anemia (IRIDA)

Friedreich's ataxia *
(Ferroportin disea:;e)1

Oral

Parenteral

Post=transfusion

Long-term haemodialysis

African siderosis

Alloimmune (necnatal) hemochromatosis

Acquired
Chronic liver diseases (viral-
alcohol-related; NASH)

Neuro-degenerative disorders

[ Nutritional

Bleeding
Malabsorption

Anemia of chronic
diseases

! Although the ferroportin disease is characterized by systemic iron overload, in the classic form of the disorder, iron excess may be exclusively found in the reticuloen-
dothelial macrophage system. *In Friedreich's ataxia loss of frataxin leads to mitochondrial iron accumulation, cell damage and organ (mainly brain) disorders.

176
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IDA

® AUMENTO RICHIESTA Eta pediatrica, gravidanza

® RIDUZIONE APPORTO malnutrizione
malassorbimento

® consumo emorragia, stillicidio

'anemia da carenza di ferro
rappresenta il 70% delle anemie

21/11/2013




IDA

v Dal punto di vista clinico vengono descritte due principali catergorie

v Carenza marziale isolata, in soggetti per il resto sani, in assenza di patologie
croniche
»Carenza marziale che si sviluppa in pazienti affetti da condizioni croniche

v' IDA non complicata insorge ptermine iU spesso nei bambini (rapida
crescita), nelle gestanti (richieste del feto), nei pazienti con emorragie
“fisiologiche” (menorragie) e patologiche (ematurie, stillicidio ematico
dal tratto gastrointestinale)

v IDE: “iron-deficient erythropoiesis”, si riferisce alla evidenza di un
ridotto supply di Fe all’eritrone per la sintesi di Hb sia direttamente in
forma di ridotta saturazione della Trf, sia indirettamente mediante
alterazione degli indici RBC/RET e segni morfologici di ipocromia.

~ NON e sinonimo di di carenza marziale, sia in IDA (prima di anemia), sia
in numerose condizioni inflammatorie e neoplastiche

v" FID: “functional iron deficiency”, termine impiegato soprattutto in caso
di terapia con EPO e in presenza di CKD

—t ) = - s



FUNCTIONAL ID (FID)

I

P

Although the stores are replete, iron cannot be mobilized to the
bone marrow fast enough to meet erythropoiesis demands. One
of the most important clinical settings for FID is in patients with
chronic kidney disease (CKD)

|

Sz6ke D. Clin Chim Acta 2012;413:1184
21/11/2013 18




FUNCTIONAL ID (FID/ACD)

Le patologie associate ad ACD
hanno le caratteristiche di una
attivazione inflammatoria/immune
acuta o cronica

Una simile condizione di anemia si
manifesta negli anziani e in
presenza di insufficienza cardiaca
in assenza di chiara inflammazione
clinica

Citochine e le cellule del SRE
stimolate dal milieu inflammatorio
modificano I'omeostasi Fe,
riducono EPO, la proliferazione dei
precursori eritroidi e la
sopravvivenza RBC

Table I. Diseases associated with ACD.

Associated diseases

Infections

Viral

Bacterial

Parasitic

Fungal
Malignancies

Haematological

Solid tumours
Autoimmune

Rheumatoid arthritis

Systemic lupus erythematosus and related conditions

Vasculitis

Sarcoidosis

Inflammatory bowel disease
Renal

Chronic renal failure
Cardiac

Chronic heart failure

Brit ] Haematol 154:289;2011
19



FUNCTIONAL ID (FID/ACD)
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Fig 1. Effects of inflammation on erythropoiesis and iron metabolism, Key: + = stimulatory effect; — = inhibitory effect; for other abbreviations see
Lexl.

Alterazione dell'omeostasi del Fe, evidenziata dalla riduzione del Fe
circolante. Attraverso citochine pro-infiammatorie (IL1, IL6, TNF-a) e
mediata dall’epcidina (T)

VEPO, in presenza di inflammazione la risposta di EPO ai livelli di Hb &
ridotta, effetto mediato da citochine (IL1 e TNF-a)

! risposta eritroide, apparentemente mediata dalle citochine
infammatorie (TNF-o.)

! sopravvivenza RBC, & modesta. Le cause sono in gran parte ignote
(T eritrofagocitosi mediata da citochine, T danno ossidativo ai danni di
RBC)




Anemia dell’insufficienza renale cronica
Cause

4|
N

# Ridotta secrezione di EPO da parte del parenchima renale
@ Sostanze tossiche non eliminate dal sistema escretorio
(?)
= attivita inibitrice sia per eritropoiesi, sia per la sintesi
dell'eme

# ridotta sopravvivenza delle emazie in circolo:
= guanidina e molecole derivate (?)
= alterazione della via dei pentoso fosfati (?)

21




Anemia dell’insufficienza renale cronica
Cause

4
® CARENZA MARZIALE, causata da:

=« RIPETUTI PRELIEVI EMATICI

= PROCEDURE DI DIALISI (per perdita di sangue all’interno
degli apparecchi per emodialisi)

sEmorragie gastrointestinali, genitourinarie

s CARENZA MARZIALE di tipo “funzionale” per ridotta
dismissione del metallo dai siti di deposito, non solo per
effetto della terapia con Epo.

22




Anemia dell’insufficienza renale cronica
Cause

N

ALTRE POSSIBILI CAUSE, frequentemente
concomitanti:

4@ IPERPARATIROIDISMO SECONDARIO
= effetto tossico diretto del PTH a carico dell’eritrone (?)
= come conseguenza della aumentata fibrosi midollare

¢ TOSSICITA’ DA ALLUMINIO

@ CARENZA DI FOLATI e VITAMINA B12
4@ TERAPIA CON ACE INIBITORI

¢ DIALISI ISUFFICIENTE

23




DISORDINI da SOVRACCARICO di
FERRO

v" Sono classificati in base al prevalente difetto patogenetico
» Disordini dell’asse epcidina/ferroportina

v Alterazioni della maturazione eritroide
»Alterazioni del trasporto del ferro

v’ Altre forme, meno comuni, con differente patogenesi
~ Emocromatosi neonatale

v Forme localizzate di sovraccarico di ferro

v' Atassia di Friedreich _
v Neurodegenerazione con accumulo cerebrale di ferro

21/11/2013 24



AN

DISORDINI da SOVRACCARICO di
FERRO

Disordini della maturazione eritroide:

Forme di overload secondario di ferro _ _ _
Questo gruppo include le anemie con accumulo di Fe (“iron-loading
anemias”)

Talassemie

Anemie congenite sideroblastiche

Anemie congenite diseritropoietiche

Sindromi mielodisplastiche ed anemia aplastica

A N NN

Questi dosordini sono caratterizzati da gradi variabili di eritropoiesi
inefficace (apoptosi di precursori eritroidi, blocco di maturazione,
espansione secondaria eritropoietica).

Epcidina € down-regolata da molecole associate a questi eventi

= La down-regolazione persiste nonostante overload di Fe

= La pratica trasfusionale contribuisce al sovraccarico

21/11/2013
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DISORDINI da SOVRACCARICO di
FERRO

v" Disordini della maturazione eritroide:

v Anemie congenite sideroblastiche - disordini eterogenei della
sintesi dell’'eme, sia primari, sia secondari Le forme congenite sono
causate da muta2|on| in geni coinvolti nella sintesi dell'eme, il Fe
che non 1puo essere incorporato nel anello finale della
protoporfirina IX precipita nei mitocondri con formazione dei
classici eritroblasti ad anello.

L'anemia puo essere microcitica, normocitica 0 macrocitica ed e
estremamente variabile nella sua entita

v Anemie congenite diseritropoietiche >diverse forme caratterizzate

da difettiva produzione di RBC e spesso da modesta emolisi.

L'anemia puo essere normocitica 0 macrocitica con ridotta conta
reticolocitaria, presente dalla nascita

v Sindromi mielodisplastiche ed anemia aplastica

21/11/2013 26




DISORDINI da SOVRACCARICO di




CDA

haematologica | 2012; 97(12)

Figure 1. Flow diagram for dif-
ferential diagnosis of CDAs.
This diagram shows the main
steps that allow the differential
diagnosis of CDA subtypes
among the hypoproliferative
anemias, based on clinical, bio-

DA TIT: giant multi- chemical and molecular find-
[ nucleated erythroblasts ings. The key stages to the
diagnosis of CDAs are high-
lighted in dark blue. CBC: com-
plete blood count; BMF: bone
marrow failure; FA: Fanconi's
anemia; AA: aplastic anemia;
PNH: paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria; MDS:
myelodysplastic syndromes;
DBA: Diamond-Blackfan ane-
mia.




CDA

Table 1. Characteristic features of different types of CDA

CDA type | Il Il Familial Il Sporadic Variants
Inheritance Autosomal recessive Autosomal recessive Dominant Variable Autosomal dominant or
X linked or recessive
Cases reported =300 =450 2 families =20 ~70
BM morphology Abnormal chromatin Binuclearity, multinuclearity  Giant multinucleated Giant multinucleated CDA |-like, CDA ll-like,
(light microscopy) structure, chromatin of mature erythroblasts erythroblasts erythroblasts others
bridges
BM EM findings “Spongy” heterochromatin, Peripheral cysternae Clefts in heterochromatin, Various Various
invagination of cytoplasm beneath the plasma autophagic vacuoles,
into the nucleus membrane intranuclear cisternae
Mutated gene CDAN1, C150RF41 SEC23B KIF23 Unknown KLF1, GATA-1, unknown
Associated Skeleton Varable, rare Monoclonal gammopathy, Variable CNS, others
dysmorphology/organ myeloma, angioid streaks
involvement

CNS, central nervous system; EM, electron microscopy.

‘B -

CDAtypel CDAtype Il CDA type lll CDAtype lll
familial sporadic
21/11/2013 BLOOD, 26 SEPTEMBER 2013 - VOLUME 122, NUMBER 13

CDA variants
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DISORDINI da SOVRACCARICO di
FERRO

v' Disordini del trasporto del ferro:

) L'aspetto patogenetico comune ¢ l'insufficiente trasporto di Fe
Idegato a Trf per la sintesi dell’'eme nonostante la presenza di
eposito
 La conseguente erltrop0|eS| Fe-ristretta e anemia contribuiscono
alla riduzione di hep e all'accumulo di Fe

v’ Ipotransferrinemia = rara condizione, autosomica recessiva
caratterizzata dalla drastica riduzione di Trf. Il Fe circola per la
maggior parte in forma di NTBI che non puo essere utilizzato per
I'eme e non € in girado di up-regolare I'epcidina. L'anemia e la
perdita del segnale da ferri-Trf determinano la bassa hep,
nonostante la condizione di overload

v' L'aceruloplasminemia

21/11/2013 30



HEREDITARY HYPERFERRITINEMIA
CATARACT SYNDROME (HCS)

1V

@ IPERFERRITINEMIA

@ Disordine autosomico dominante. Caratterizzato da
elevati livelli di ferritina spesso associati a cataratta
bilaterale.

@ Causa: mutazioni degli IRE della ferritina

1 IRE: “iron-responsive elements”, sequenze di RNA che
influenzano la traduzione di mMRNA che codifica per
DMT1, ferroportina e ferritina, o la stabilita di DMT1

21/11/2U15 31




Hemochromatosis (HH), the essentials

@ Several genetic disorders of iron homeostasis
with body iron excess which can progress to
multi-organ damage

@ In the most forms of HH there is the inability
to upregulate hepcidin in response to increased
iron stores and it is due to:

= defect in the synthesis of some positive
regulators of hepcidine (HFE, TfR2, HIV)

= HFE->C282Y (OMOZ 1:200/1:300 Northg) Ffood @ .
H63D-> no geografia, NO penetranza
S65C-> rara, spesso con C282Y

Fa.
= (rarely) defect in the hepcdin gene itself
(HAMP) TFHZ § BT

@ The low hepcidine state relative to ferritin
causes a increased intestinal iron uptake and
iron overload

@ High,yagigble clinical phenotypes in patients 32




Hemochromatosis, the essentials

@ Mutations in the gene encoding the cellular iron exporter ferroportin
@ 2 classes of ferroportin mutations with 2 different phenotypes

= Loss of hepcidin regulation: gain of function mutation with greater
ferroportin activity=> phenotype similar to HH, but no low blood
hepcidine concentrations (the defect is downstream of hepcidine)

= Loss of ferroportin function: cellular iron overload due to the
defect in the iron export = phenotype which vary from the

classical HH

21/11/2013 33



306 ANTOMELLO PIETRAMNGELO

Organs

Fibrosis,
cirrhosis,
HCC

Bload
iran

GASTROENTEROLOGY Vol. 139, No. 2

Table 2. Typical Presentations of Various Forms of
Hemochromatosis

Years

HFE hemochromatosis

+ Caucasian, male, 40-50 years old

+ Fatigue, dark skin, arthralgia and/or hepatomegaly
+ Elevated TS and SF

TIR2 hem ochromatosis

+ Caucasian or non-Caucasian, male or female, 30-40 years old
+ Card endocrinopathy, liver discase
+ Elevated TS and SF

| HJV or HAMP hemochromatosis

+ Caucasiamn or non-Caucasian, male or famale, 15-20 years old
+ Impotence/amenorrhea and/or cardiomyopathy
+ High TS and SF

Serim
hepeidin

Ferroportin disease

+ Caucasian or non-Caucasian, male or female, 10-80 years old
+ One parent with unexplained hyperferritinemia
+ Unexplained elevation of SF and normal TS

HAMP HJV

HC genes TfR2 FPN

HFE

Figure 1. The common genstic basie and phenotypic continuum of hemechromatoss. The basic features of hereditary hemochromatosis can be
produced by pathogenic mutstions of 8 numiber of iron metabelism genes [HUY, HAMP, TiR2, FPN, and HFE). Depending on the gene imnvolved and
ite rofe in hepcidin biclogy, the hemochromaioss phenotype vanes. If the attered gene pleys a dommnant role in hepcadin synthesis (eg. HAME f=al
or HY), cincuiatory Fon owerload occurs rapidly and reaches high levels. In thees cases, the clinical presanistion will rwariably be dramatic, with earfy
oraet (first to second decade) of full-blown crgan disesse (particuiarly sffectng the heart end endocrne glands). ff the hemodwomatosis gens is leas
critical fo this procesa {eg, HFE], o milder iate-onzet phenotype will arisa. This condinuum also inchades Tintermediate phenotypes™ (eq, those caused

by pathogenic mutators of TIR2 or by mre combrations of mutations).

Hereditary Hemochromatosis: Pathogenesis, Diagnosis, and Treatment

ANTONELLO PETRANCELD

T Oavsston of e Mindorw and Caree b Herociiomatom, Ueeandy ftucdd of Mooes. Mowa By
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Comparative Overview of the Primary Iron-Overload Disorders Classified as Hereditary
Hemochromatosis in the OMIM Database.

Pietrangelo A. N Engl J Med 2004;350:2383-2397.

Table 1. Comparative Overview of the Primary Iron-Overload Disorders Classified as Hereditary Hemochromatosis in the OMIM Database.*

T

Feature

OMIM classification

Implicated gene and its
chromosomal location

Gene product

MName

Known or postulated
function

Pattern of inheritance

Evidence of expanded plasma
iron compartment (high
transferrin saturation)

Main ergans accurmnulating iron

Predominant cell distribution
of iron accumulation

Potential for organ damage

Anemia

Responseto therapeutic
phlebotomy

HFE-Related Hereditary
Hemochromatosisy
Type 1
HFE, 6p21.3

HFE

Interaction with transferrin re-
ceptor 1, probably facilitat-
ing uptake of transferrin-
bound iron; possibly
modulation of hepcidin
expression

Autosomal recessive

Earliest detectable biochemical
anomaly

Liver, endocrine glands, heart
Parenchymal

Variable
Mo

Excellent: decreasein serum
ferritin in parallel with
transferrin saturation;
no risk of anemia

Juvenile Hereditary Hemochromatosis

Type 2, subtype A

HJV (originally called
HFE2), 1421

Hemojuvelin

Unknown; possibly modu-

lation of hepcidin ex-
pression

Autosomal recessive

Earliest detectable bio-
chemical anomaly

Liver, endocrine glands,
heart

Parenchymal

High
Mo

Excellent: decrease in se-
rum ferritin in parallel

with transferrin satura-

tion; no risk of anemia

Type 2, subtype B
HAMP,19q13.1

Hepcidin

Down-regulation of iron

release by enterocytes,
macrophages, or pla-

cental cells

Autosomal recessive

Earliest detectable bio-
chemical anomaly

Liver, endocrine glands,
heart

Parenchymal

High
Mo

Excellent: decrease in se-

rum ferritin in parallel
with transferrin satura-
tion; no risk of anemia

TfR2-Related Hereditary
Hemochromatosis

Type 3
TfR2, 7922

Transferrin receptor 2

Possibly uptake of iron by
hepatocytes

Autosomal recessive

Earliest detectable bio-
chemical anomaly

Liver, endocrine glands,
heart

Parenchymal

Variable
Mo

Excellent: decrease in se-
rum ferritin in parallel
with transferrin satura-
tion; no risk of anemia

Ferroportin-Related Iron Overload:;

Type 4
SLC40A1, 2q32

Ferroportin (also iron-regulatory
protein, or metal-transporter
protein)

Export of iron from enterocytes,
macrophages, placental cells,
or hepatocytes

Autosomal dominant

Only in advanced stages

Liver, spleen
Reticuloendothelial

Low

May be seen in menstruating
women or after phlebotomy

Fair: rapid decrease in transferrin
saturation with persistently
high serum ferritin; substantial
risk of anemia with aggressive
phlebotomy regimen

Decade of onset of symptomatic 4th or 5th 2nd or 3rd 2nd or 3rd

organ disease

4th or 5th 4th or 5th

* OMIM denctes Online Mendelian Inheritance in Man.

T Other common names are hereditary hemochromatosis, classic hemochromatosis, and H LA-linked hemochromateosis.

1 Other common names are autosomal dominant hemochromatosis, ferroportin disease, and autosomal dominant reticuloendothelial iron overload.

§ There may be other, as yet unknown, functions related to iron overload. The listed functions do not, at least at this time, always account for the known pathophysiological features asseci-
ated with the gene mutation.




IRON OVERLOAD

Disarder

Impaired hepcidin—ferroportin axis

| HH type |

i HH type LIA
HH type IIB
HH type lll

HH type IVA
tetypical HH}

HH type IVE
Impaired iron transport

Inzdequate relesse to ervthron:
sceruloplasminemia

Inedequate uptake by erythron
DMTL mutations
Hypotransferrinemisa

Ineffective erythropoiesis

Thelzssemiz

Congenital sideroblastic anemiz

Congenital dyserythropoietic enemia

Tvpel
Typell

Typelll

21/11/2013

Gene and
Inheritance

HFE, AR
HFEZ AR
HAMP. AR
TFRZ AR

FP{LOF}, AD

FP [GOF), AD

CE AR

DT, AR
TF, AR

Globin, AR
AlAR2 Xl

S5LCESA3E AR,

GLAXS AR,
ABCEF XL

OANI AR
SECZ3B AR
Unknown, AD

Age at PFresentation

Adult

Child to youngadult
Child to youngadult

Young adult

Adult

Adult

Adult

thild

Varigble

ihild

Varigble

Child
Child
Child

Meurologic
Symptoms

Ma
Ma
Mo
Mo

Mo

Mo
Mo

Mo

ALASZEnd
SLCZ5A3E no;
GLRXS and
ABCET yes

Mo
Mo
Mo

Fleming RE et al. NEJM 2012;366:348

Anemia

Mo
Mo
Ma
Mo
Verizhle

Mo

Yes

Yes
Tes

es

Tes

Tes
Tes

Tes

Transferrin
Saturation

High
High
High
High

Lo
initially
High

Low

High
High

High
High

High
High
High
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IRON OVERLOAD

N
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Classification of iron overload syndromes,

Clinical cond ition

Etiopathogenesis

Hereditary iron overload
Hereditary hemochromatosis

Type 1 (HFE)

Type 2A (HIV)
Type 2B (HAMF)
Type 3 (TFR2)

Types 4A and 4B [ SLC40AT
Hereditary hyperferritinemia

Arransfe rrine mia
Others

Secondary iron overload
Thalassemias, congenital sideroblastic
anemia, congenital dyserythropoietic
anemias, myelodysplastic syndromes,
chronic hemolytic anemias
Thalassemia major
Intravenous, oral, or dietary

Alcoholic, wiral, non-alcoholic
steatohe patitis
Porphyria, hemodialysis

HFE gene mutations: C2E2Y,
HE3D, 565C, others
Hemojuvelin gene mutations
Hepcidin gene mutations
Transferrin receptor 2 gene
muzbons

Ferroportin gene mutations
Iron-responsive element
muton

Transferrin gene mutation
DMT1 mutations,
aceruloplasminemia

Ineffedive erythropoiesis

Transfusion for long periods
Iron administration for

long periods

Liver dysfunction

Other

Széke D. Clin Chim Acta 2012;413:1184




aemochromatosis continues to be considered an
ncommon disease despite large scale population
creening studies demonstrating a high prevalence of
282Y homozygotes of approximately 1 in 200. Since
any of the C282Y homozygotes that are discovered
through screening are asymptomatic, or have non-
specific symptoms commonly found in the ageing
population, the attribution of any symptoms to
haemochromatosis has become increasingly difficult.

Adams PC. Eur J Gastroenterol Hepatol. 2004;16:857
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METABOLISMO del FERRO
ESAMI DISPONIBILI

¢

XN X X

AN

AN

II ferro (sideremia)
La ferritina
La transferrina e la saturazione

Il recettore solubile della transferrina
Epcidina

Gli indici eritrocitari

Gli indici reticolocitari




SIDEREMIA

@ Rappresenta la quantita di ferro presente in circolo ed
immediatamente disponibile per I'utilizzo da parte del
midollo osseo emopoietico

@ Utilita clinica quasi nulla, in relazione a:

= elevata variabilita intra-individuale, stimata pari al
26,5% (www.westgard.com), con conseguenti
oscillazioni, anche in assenza di alterazioni del bilancio
marziale, di TSAT comprese tra il 15 ed il 70% del
valore medio giornaliero

= | comuni metodi di dosaggio della sideremia risentono
notevolmente dell’utilizzo di molti farmaci, tra i quali
anche i preparati a base di ferro- conseguente “IPER-
SATURAZIONE della transferrina”

14U



Sideremia

Alcune osservazioni pratiche:

® la misurazione della sideremia per stimare la risposta alla
terapia marziale puo, in realta, riflettere il rilascio in vitro di
ferro farmacologico

@ per assicurare che venga dosato solo il ferro biodisponibile,
e necessario procedere all'esame dopo almeno due
settimane dall’'ultima somministrazione e.v. di ferro
(SIN/NKF)

# notevole attenzione deve essere posta ad ogni variazione
del metodo analitico impiegato ed alla valutazioni di dati
forniti da laboratori differenti.
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LE FERRITINE UMANE

v la ferritina rappresenta la principale proteina di storage e svolge un
ruolo centrale nell'omeostasi del ferro

v" la proteina priva di Fe (apoferritina) € composta da 24 subunita, definite
“pesanti” (21.0kDa, 182 AM) e “leggere” (18.5kDa, 174 AM),
monomeriche che formano un guscio attorno al Fe in forma di ferridrite

v" le subunita L sono prevalentemente presenti nel fegato e nella milza

v" la distribuzione dei monomeri L e H & specifica per i differenti organi, ma
si puo’” modificare in presenza di infezioni e di fenomeni inflammatori

» ferritina mitocondriale (mtF): recentemente
evidenziata. Omopolimero, espressione tissutale
specifica, espressione apparentemente non
ferro-modulata.

—t ) =




LE FERRITINE UMANE

v'la ferritina intracellulare (iron-storing) deriva dall’apoferritina sintetizzata
nello REL e successivamente in parte convertita in emosiderina

v'la forma circolante deriva dall” emosiderina sintetizzata e rilasciata dallo
RER e differisce dalla forma citosolica in quanto glicosilata

v'nei soggetti sani, le concentrazioni ematiche di ferritina correlano
generalmente con la quantita e le variazioni della ferritina intracellulare
e questa osservazione e confermata da studi di quantificazione del ferro
midollare.

In particolare, viene accettato che 1 pg/L di ferritina sierica corresponde
a ~8 mg di ferro di deposito.

Ferraro S. Clin Chem Lab Med 2012;50:1911
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LE FERRITINE UMANE

v'nella pratica nella pratica la ferritina viene utilizzata per la definizione dello stato
marziale, sia in caso di carenza, sia di sovraccarico

v'carenza marziale = con valore decisionale tra 12 e 20 ng/L € marcatore specifico,
correlato al gold-standard (aspirato midollare). .

Lavori non recenti (Guyatt, 1992) indicano la necessita di modificare i valori di cut-off
in caso di malattie epatiche ed inflammatorie, rispettivamente 40 ug/L e 70 ug/L

Piu’ recentemente (dopo l'introduzione del 3° standard internazionale nel 1996) I'uso
della ferritina e stato in parte modificato:

v’ <15 ug/L come rule in

v' >100 pg/L come rule out .

v’ valori decisionali adeguati per sesso ed eta

v/ IRC- cut-off 121 ug/L, area sotto la curva ROC 0.83, sens/spec 75%
v' insufficienza epatica = cut-off 50 ug/L, area sotto la cuva >0.85

Bioch Clin 2012;36: 244
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LE FERRITINE UMANE

v protelna di fase acuta
v'In generale ridotta sensibilita
v'mancano i valori decisionale apllicabili agli attuali metodi in commercio (tracciabili)

v'Sovraccarico marziale:

v’ il dosaggio puo essere impiegato nello screening del’emocromatosi
v’ il dosaggio appare appropriato nella gestione clinica dei pazienti con HH
omozigoti per C282Y

v marcatore predittivo di cirrosi nei pazienti (>1000 ng/L) e di steatosi epatica (>300
ug/L M e > 200 ug/L F)
[Hepatol 2009;49:418- Gastroent 1992;102:2108]
v utile per valutare la rimozione di Fe dopo salasso terapia e per definire il traguardo
terapeutico
[J Hepatol 2010;53:3]

Table 1 Features and main results of the experimental studies published from 1999, evaluating serum ferritin in the diagnosis of iron
deficiency anemia.

Year (ref.) Type of patients Company fassay Threshold, Axvailable outcome Diagnostic parameters
(o) el for ferritin
2002 (23) Elderly (49) Beckman Access I5F, 24 M Mean concentrations, Mone
diagnostic algorithm
2002 (24) Undergone BMA (T8) Beckman Access 50 Sens, Specs, AUC Sens 42.3%, Specs 93.6%,
AUC 0,66 (20.14)"
2000 (25) Anemic rheumatoid PerkinElmer 10F 20 M Mean concentrations Mone
arthritis {30) AutoDELFIA
1999 (26) Undergone BMA (145) NA 10F,22M Sens, Specs Sens 25%, Specs 99%
105% confidence interval. AUC, area under ROC curve plotting Sens vs. ( 1-Specs) for all possible test thresholds; BMA, bone marrow aspirate: 45
F, females; M, males; NA, not available; Sens, sensitivity; Specs, specificity.




TRANSFERRINA

e la principale proteina di trasporto ematico del Fe, responsabile del
temporaneo sequestro extracellulare e della distribuzione agli organi target
rappresenta il meccanismo protettivo contro la presenza di ferro libero nel
plasma (estrema tossicita)

= Trf ha notevole affinita per il Fe3*

= 0gni molecola di Trf ha 2 siti di legame per i Fe

= in condizioni fisiologiche la Trf € saturata solo per 30-40%
legame con recettore ad alta affinita TfR1, endocitosi con rilascio
endocellulare del Fe e secrezione di apo-Trf in circolo
Tfr in totale trasporta circa 3 mg di Fe (<0.1% Fe totale), pool molto
dinamico con possibilita di espansione anche 10x per sostenere le richieste in
caso di aumentata eritropoiesi

46
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TRANSFERRINA:
Széke D. Biochim Clin 2012;36:339 esa m i d ispo n i bi I i

@ nella routine clinica sono ampiamente utilizzati sia la Trf, sia la saturazione della
transferrina (TS%)
@ 2 metodi disponibili per la detrminazione di TS%
= basato sulla stima di TIBC
TIBC esprime la capacita delle proteine plasmatiche di legare il Fe

in pratica TIBC viene determinata mediante |'aggiunta al campione di Fe
sufficiente a saturare i siti proteici di legame. Dopo rimozione del Fe in eccesso,
viene misurato il Fe rimanente.

= basato sulla determinazione diretta della Trf e applicazione di formule [(Fe x 3.98)Trf]

@ la Trf rappresenta la principale proteina di trasporto e TIBC puo' essere utilizzata
per esprimere indirettamente la Trf stessa

>TIBC\

> UIBC TS% = (Fe/TIBC)x100

> TRF
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TRANSFERRINA:
Széke D. Biochim Clin 2012;36:339 esa m i d ispo n i bi I i

@ Limiti: il dosaggio della Trf € influenzato da diversi fattori analitici, biologici e
patologici
= Fe e caratterizzato da elevata variabilita biologica intra-individuale (CVi), in media
pari al 26.5% e CVg pari a 23.2%, per Trf si hanno CVi 3.0% e CVg 4.3%

= la Trf & proteina negativa di fase acuta

= mancanza di standardizzazione tra i metodi analitici con conseguente variabilita tra i
diversi assays commerciali
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sTfR

Il recettore solubile della trasferrina (sTfR) deriva dalla scissione
proteolitica del TfR ed e costituito da una singola catena polipeptidica
di PM 85kDa

i livelli si sTrF riflettono la densita del recettore sulle cellule ed il
numero di cellule che esprimono il recettore

sTfR e correlato alle richieste di Fe e al rate profilerativo del comparto
eritroide

STfR e direttamente correlato alla massa totale del comparto eritroide
lungo l'intero spettro di disordini ematologici

il secondo determinante di sTfR e la carenza di Fe che ne causa
I'aumento in proporzione all’entita della stessa

\ uralISTenn; \ \ transtertin \

soluble

transferrin

receptor
(sTfR)

760 AA (190kD) intact TfR

A
b

100 AA intracellularand
' ltransmembrane domains 49
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sTfR: esami disponibili

A differenza di ferritina en Trf, sTfR non e influenzato da malattie
croniche e patologie infammatorie concomitanti

sTfR puo essere impiegato nella diagnosi differenziale tra IDA (anemia
da carenza di ferro) e ACD (anemia degli stati inflammatori cronici) e
appare utile nell’identificare la condizione mista IDA+ACD

STfR:
= T in IDE (iron-deficient erythropoiesis)(gravida, bambino, infanzia) and IDA
= T anemie emolitiche, eritropoiesi inefficace, MDS, EPO Tx, CLL

= = in ACD (down-regulation of TfR intracellulare ad opera di citochine
inflammatorie)

sTfR index (sTfR/log ferritina), marker teoricamente caratterizzato da
migliore performance diagnostica grazie alla relazione reciproca dei due

analiti in caso di carenza marziale (T sTfR e | ferritina)
21/11/2013 50




RECETTORE SOLUBILE DELLA TRANSFERRINA
(sTfR)

Tabella 1

Concenlrazione sierica del recettore solubile delfa transferrina (STIR) in varie patologie

Concentrazione di sTfR

Condiziconi cliniche

Aumentata

Mormale o aumentata

Mormale

Diminuita

Aumentata proliferazione eritroide:
emolisi

anemia emolitica autcimmune
sfercocitosi ereditaria

[ talassemia/emoglobina E

malattia da emoglobina H

anemia a cellule falciformi
pelicitemia vera

Diminuiti depositi tissutali di ferro:
anemia sideropenica

mielofibrosi

sindrome mielodisplastica

leucemia linfatica cronica

emocromatosi

leucemia mieloide acuta e cronica
neoplasia linfoidi

tumeori solidi

anemia da malattie croniche

insufficienza renale cronica
anemia aplastica
periodo post trapianto di midollo osseo

biochimica clinica, 2002, vol. 26, n. 5-6

427
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RECETTORE SOLUBILE DELLA TRANSFERRINA
(sTfR)

N

Nonostante le promesse iniziali, ulteriori studi sono
necessari per delineare con maggiore chiarezza
I"utilita clinica di sTfR, soprattutto in specifici
scenari patologici

Il dosaggio di sTfR non comporta sufficienti
informazioni aggiuntive al piu semplice e meno
costoso test ferritina
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Iron deficiency: From diagnosis to treatment

Vanessa Polin*"*, Romain Coriat*", Géraldine Perkins*", Marion Dhooge*®,
Vered Abitbol?, Sarah Leblanc?, Frédéric Prat™", Stanislas Chaussade *-®

Table 1

Serum parameters for the differential diagnosis of anaemia of chronic disease, iron deficiency anaemia and both conditions.

Anaemia of chronic disease

Iron deficiency anaemia

Both conditions

Chronic infection Cancer Inflammatory disease
Iron level Reduced Reduced Reduced Reduced Reduced
Transferrin Reduced or normal Reduced or normal Reduced or normal Increased Reduced
Transferrin saturation Reduced Reduced Reduced Reduced Reduced
Ferritin (ng/mil) >30 >30 >30 <30 <100
Soluble transferrin receptor Normal Normal Normal Increased Normal or increased
Ratio of soluble transferrin receptor/log ferritin <1 <1 <1 >2 >2
Cytokine levels Increased Increased Increased Normal Increased




sTfR: esami disponibili

Hematopathology | sTrll ano sTrBroc Fenmrris Inoex 1w Dhacwosis oF lnos-Denciercy Axeaia o o
Am J Clin Pathal 20121 38:642-649
DOl 1020 AN PIENTXILIRAIE

Soluble Transferrin Receptor (sTfR) and sTfR/log Ferritin
Index for the Diagnosis of Iron-Deficiency Anemia

A Meta-Analysis

llenia Infusino,!-? Federica Braga,!? Alberto Dolei, MD,? and Mauro Panteghini, MD, 2

® Meta-analisi condotte secondo la lineaguida Prisma
@ Lavori pubblicati nell'intervallo 1986-2011

@ 1442 papers iniziali, selezionati 18 e 10 lavori, rispettivamente per sTfR
e sTfR index
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sTfR: esami disponib

E Statistics for Each Study
—Ej— Odds Lower Upper
Study Ratio Limit Limit z Value P Valua Odds Ratio and 95% Cl
Skikne ot al'™? 6.115 2.747 13.612 4435 000
Oustamanolakis et ap¢  11.920 3.002 47.326 3523 000 h
Markovic ot al*® 40.500 10867 225481 5.044 .0OD -
Margetic et al” 3.565 1.632 7.785 3188 004 u
Hanif ot al*® 501.600 2416107 A1,184.666 14.4T0 .0DOO o
Ganc ot al® 5311 1.144 24,640 2132 033 =
Baillic ot al® 13.500 1.197 152211 2406 .035 = 3
Joosten ot afE 3.206 1.216 8.451 2356 018 B
Matsuda ot al® 5.487 2.068 14.558 3419 004 -
Fitzsimons ot gl 154.000 8.627 2,740,180 3425 .04 N
Loo ot aF= 245000 47270 1,260.845 6553  .0DOO —
Wians ot al® 65.867 14467 200802 5415 .000 B
Ho® 4.486 1.997 10.077 3635 000 »
Means ot al® 6.754 2.564 17.794 3.866  .00O »
Chua ot al® 91.824 20524 440807 5913 .000 n
Junca ot af® 4,375 0.705 27464 1584 413 =
Punnonen ot al® 228750 54688 056823 T44  .DOD —
Ferguson et aF= 150.247 40083 632670 T.204 .0DOO —
22026  0.55T7 54.008 7.016 .00O .
0.01 0.1 1 10 100
Mo Effect Effect
H Statistics for Each Study
Odds Lower Upper
Study 1D Ratio Limnit Limit Z Valua P Value Odds Ratio and 95% C1
Skikne et al*? 19.620 B.2T6 45550  6.756  .000
Oustamanolakis et al* 11.020  3.002 47326  3.523 .000
Markovic et al' 9.012 3.578 226500 4665  .000
Margetic ot al'® 3.565 1.632 1.785 3480  .00H .
Genc et al® 5.804 1.232 27333 2224 026 —
Rimon et al* 93.167 10261 B45.010 4.020  .000 B
Matsuda et al** 6017 2,444 18572 3644 000
9.542 5.040 18604  6.927  .000 t
0.04 04 1 10 100
Mo Effect Effect

- NFigure 21 Random overall combined effect size of scluble transfernin receptor (sTIR) (A) and sTR index (B) shown as forest
plot of the odds ratio with 85% confidence intervals (CI).
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s sTfR: esami disponibili

iTable 20
Diagnostic Performance of Soluble Transfervin Receptors in the Subset of Studies Using Binary Data Presentation
Cuioff, Disease Pati=nt

Study Company Platform mgl  Diagonoesis Group Prevalemce, %9 Enrollment Senzifivity  Specificity FFV NPV

Skikne ot al'3 Bockman Coulterf  1.5R D& and IDA+ACD B Consecutiva 0.86 049 072 07D
ACCcess

Markovic etal'®  Siemens/ 2.07 DA and IDA+ACD 73 Consecutive 077 054 057 0.60
Mephalometar

Baillie ot at?° Crion Diagnosticaf  3.20 D 4+AC0 35 Consecutive 0.86 069 0.60 0.80
IEMA DA

Joostan et al*2 R&D Systems/ 207" DA a7 MA 0.68 061 060 .68
ELISA

Fitzsimons etal?*  RA&D Systems/ 207" IDA+ACD 56 MA 093 0.52 0.53 0.82
ELISA

Les ot al¥s Roche Diagnostics! 180 ID&Aand IDA+ACD 6D MA 087 0.E8 0.EQ 0.85
Hitachi 7800

Wians et al?® R&D Systems/ 218" DA 57 MA 093 .84 0.ed 0.00
ELISA

Means ot al’® R&D Systems/ 207" DA 16 Consecutive 071 074 0.35 0.83
ELISA

Junca et a0 Crion Diagnosticaf 280 [DA+ACD a4 MA 083 0.47 0.58 078
IEMA, IDaA

Punnonen etal?  R&D Systems/ 270 1DAand IDA+ACD BD Consecutive  0.894 0.84 0.84 0.84
El& Clinigan

ACT, apemia of chromic diseass; EIA enryme immuonoassay; IEMA . immumeenrymomeiric assay, [DA inoo-deficiency anemia; MWA not avalable; WPV, negative predictive
value; PPV, posidve predictve valus.
* Omizinal cutodf valwes in nmalT. comeented o me'T by using a multiphcation facior of 00738,
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sTfR: esami disponib

H Study Sensitivity (95% CI)
L@ | Skikneetal® 0.86 (0.77-0.03)
/] |8 E Markovic et al®  0.77 (0.66-0.85)
UV o Baillie t al® 0.86 (0.42-1.00)
. g | Fitzsimons et al* 0.93 (0.68-1.00)
g @ Lee et al™ 0.97 (0.90-1.00)
to Joostenetal® (.68 (0.49-0.83)
—L@— | Wians ot al® 0.93 (0.80-0.98)
; i Means ot al® 0.71 {D.49-0.87)
- Junca et al® 0.83 (0.52-0.98)
| —-@—| Punnonen etal™ 0.94 (0.85-0.98)
|
R
0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0
Sensitivity
H Study Specificity (95% CI)
i i Skikne et al'® 0.49 (0.36-0.63)
i @—| Markovic etal®  0.94 (0.79-0.99)
o Baillie et al® 0.69 (0.39-0.91)
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IFigure M A, Sensitivity plot of soluble transferrin receptor determination in the diagnosis of iron deficiency anemia. Pocled

sensitivity = 0.86 (0.82-0.89); »* = 33.78; degrees of freedom (dfl = 9 {P = .0001); inconsistency {1-sguare) = 73.4%. B,
Specificity plots. Pocled specificity = 0.75 (0.71-0.79); % = 58.96; df = 9 (P = 0000); inconsistency (1-square) = B4.7%.
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sTfR: esami disponibili

Entrambi i marker appaiono utili nella distinzione tra IDA e ACD

sTfR sembra avere maggiore efficienza diagnostica (OR 22.9) rispetto a
sTfR index (OR 9.5)

Elevato OR sperimentale per sTfR

In generale pochi studi con dati di tipo binario

sTfR caratterizzato da sensibilita overall pari a 86% e da specificita pari
a /5%

Buon test di screening, ma non utilizzabile a scopo di confirmatorio
Mancanza di standardizzazione tra metodi
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