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Chapitre 1. Mécanismes moléculaires de I’homéostasie du fer

On m’a dit : « Tu n’es que cendres et poussieres. »
On a oublié de me dire qu’il s agissait de poussieres d’étoiles. Hubert Reeves

Chapitre 1. Mécanismes moléculaires de I’homéostasie du fer

1. Biologie du fer

1.1. Propriétés chimiques du fer

Du fait de sa stabilité, le fer est le quatrieme ¢lément le plus abondant sur terre et le deuxiéme métal
apres ’aluminium. Il fait partie du groupe 8 du tableau périodique, celui des métaux de transitions,

caractérisés par une orbitale « d » incomplete (Figure 1). Il présente différents degrés d’oxydation, allant

de la forme -II a +VI, et dont les principaux étant les états 11 (d6), 7
26

fer ferreux soluble, et 1’¢état 111 (d5), fer ferrique, forme insoluble a
pH physiologique. Son fort potentiel redox, lui permettant de passer
alternativement d’une forme a une autre, lui confére des propriétés
uniques dans les systémes biologiques, et est en effet nécessaire a

quasiment toute forme de vie sur terre. Ce métal de transition est

Fer
55.85

principalement utilis¢ pour transporter I’oxygene ou catalyser des A

réactions de transfert d’électrons. Le fer complexé a de nombreuses . )
Figure L Configuration

molécules organiques génére des métalloprotéines impliquées dans électronique du fer selon le modéle
de Bohr. A masse atomique, Z

une large gamme de réactions métaboliques qui assurent de . atomigue, configuration

nombreux processus cellulaires vitaux telles que la respiration, la ilezcé’;;”iq”e Fe.ls’ 25° 2p° 3s° 3p°
S .
prolifé¢ration, la  différenciation, ou la  génération de

neurotransmetteurs (Crichton 2016).

La présence de fer dans le sang a ét€ noté pour le premiére fois par deux chimistes frangais Louis
Lemery (1679-1743) et Frangois Etienne Geoffrey (1672-1737) dés 1713. Bien que son role soit inconnu
a I’époque, ce métal a toujours suscité 1’intérét des biologistes, et de nombreux praticiens 1’ont utilisé
dans leurs stratégies thérapeutiques. Nous savons que Nicholas Monarde, médecin du XVle siecle a
Séville, Thomas Sydenham, ou Vincenzo Menghini, le premier a décrire que le fer est concentré dans
les globules rouges, I’ont utilisé pour traiter un large éventail de maladies telles que 1’acné, la

tuberculose, I’aménorrhée, ou I’anémie (Haden1938).

La compréhension des mécanismes sous-jacents de I’homéostasie du fer a considérablement
progress€¢ notamment avec ’identification et la caractérisation d’un grand nombre de protéines

effectrices.



Chapitre 1. Mécanismes moléculaires de I’homéostasie du fer

1.2. Fonctions biologiques du fer

Le fer est un composant fonctionnel d’une pléthore de protéines essentielles aux processus
métaboliques cellulaires. Le passage de la vie anaérobie a la vie aérobie a été une étape essentielle de
I’évolution, I’oxygéne facilitant le transfert d’électrons (Frey et Outten 2011). La fonction principale du
fer réside dans la génération d’énergie via le transfert d’électrons dans la chaine respiratoire. Les
enzymes de la chaine respiratoire, ainsi que beaucoup d’autres enzymes vitales sont soit des protéines a

centre fer-soufre, soit nécessitent du fer comme cofacteur.

De plus, chez les vertébrés un systéme circulatoire associé a des molécules et cellules spécialisées,
permet de surmonter la limitation imposée par la faible solubilité de 1’oxygene dans I’eau, assure le
transport de I’oxygene et alimente activement les cellules en oxygene. Ces transporteurs d’oxygene, les
protéines globines, incluent I’hémoglobine contenue dans les érythrocytes responsable du transport de
I’oxygeéne dans le sang, et la myoglobine qui sert de réserve d’oxygene et facilite le transport de
I’oxygeéne a I’intérieur du muscle. La capacité des globines a fixer 1’oxygene repose sur 1’héme,
groupement prosthétique contenant un atome de fer, dont I’oxygénation donne a I’hémoglobine et a la
myoglobine leur couleur rouge caractéristique. Plusieurs autres protéines, nécessitent la présence de

groupements prothétiques caractéristiques pour exercer leurs fonctions.

1.2.1. Utilisation mitochondriale du fer - Fer et mitochondrie
La mitochondrie qui participe a la syntheése de I’héme et des clusters fer-soufre (Fe-S) est ’'un des

sites essentiels d’utilisation du fer.

a. Biosynthése des clusters fer-soufre (ISC)

Les protéines a centre Fe-S sont retrouvées dans tous les régnes du vivant et jouent un réle crucial
dans divers processus cellulaires. Chez les mammiféres, ces protéines a cluster Fe-S sont impliquées,
par exemple, dans les activités du métabolisme mitochondrial (complexe I et I1I de la chaine respiratoire,
aconitase, succinyl déshydrogénase et ferrochélatase), cytosoliques (IRP1), et nucléaires (homologue de
I’endonucléase humaine III). Bien qu’il existe une gamme de configurations, les ISC se présentent
principalement sous la forme [4Fe-4S] ou [2Fe-2S]. Ces groupes prothétiques sont assemblés au niveau
des mitochondries, puis transférés au cytosol pour fixer les apoprotéines. L’assemblage implique des
protéines d’échafaudage qui aident a I’incorporation du fer, comme la frataxine (Fx), et des enzymes de
stabilisation telles que la cystéine désulfurase (NFS1) (Miihlenhoff et al. 2003) (Figure 2). Une mutation
au niveau de la frataxine est a l’origine de I’ataxie de Friedreich, anomalie qui conduit a une
augmentation du fer mitochondrial sans augmenter le taux cellulaire total de fer, provoquant une

dégénérescence neurologique et cardiaque progressive (Pandolfo et Pastore 2009).
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Le transfert de ces clusters Fe-S vers le cytosol et leurs acheminements aux protéines respectives

sont facilités par les protéines chaperons HSPA9/HSC20 (Olive et Cowan 2018).
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Figure 2. Modéle de biosynthese de protéine Fe-S chez la levure et les eucaryotes supérieurs. La biosynthése des
clusters Fe-S a l'intérieur des mitochondries comprend : a) génération d’un cluster Fe-S transitoire sur la
protéine d’échafaudage Isul faisant intervenir le complexe de cystéine désulfurase Nfsl — Isd11 comme donneur
de soufre, Yfhl (frataxine) comme donneur de fer et la chaine de transfert d’électrons (e’) constituée de la
ferrédoxine réductase (Arhl) et de la ferrédoxine (Yahl) ; b) transfert du cluster Fe- S de Isul aux apoprotéines.
Cette étape est facilitée par un systeme chaperon dédié et le monothiol glutarédoxine Grx5. Le systéme
d’exportation ISC comprenant le transporteur ABC Atm1, exporte un composé inconnu (X) vers le cytosol, ou il
prend en charge la maturation des protéines Fe-S sur Cfdl— Nbp35. Les clusters Fe-S assemblés sont ensuite
transférés aux apoprotéines via Narl et Cial pour [’assemblage de protéines Fe-S extra-mitochondriales.
Abréviations : force motrice protonique pmf, glutathion GSH (D apres Lill et al. 2012).

b. Biosynthése de ’héme

L’héme est composé d’une partie organique, la protoporphyrine IX constituée de quatre cycles
pyrroles et un atome de fer li¢ aux quatre atomes d’azote au centre du noyau protoporphyrinique.
L’atome de fer dans I’héme peut étre a 1’état ferreux (Fe*") ou ferrique (Fe*") pour former respectivement
la ferrohémoglobine qui fixe 1I’oxygéne de maniére réversible et la ferrihémoglobine, également appelée
méthémoglobine.

La biosynthése de I’héme nécessite 1’activité catalytique séquentielle de huit enzymes. Chez les
eucaryotes, les mitochondries abritent la 1™ ainsi que les trois derniéres réactions de production d’héme,
tandis que les quatre étapes intermédiaires se déroulent dans le cytosol. La réaction est initiée par I’action
des enzymes 5’-aminolevulinate synthase (ALASI) et (ALAS2), qui catalysent la formation du 5’-

aminolevulinate (ALA) par I’association de succinyl-CoA et de la glycine. ALASI1 est exprimée de
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manicre ubiquitaire, tandis que 1I’expression d’ALAS2 est limitée aux cellules érythroides (Ajioka ef al.
2006). L’ALA quitte les mitochondries pour le cytosol ou les quatre prochaines étapes ont lieu. L’ALA
convertie en coproporphyrinogéne III est transporté vers I’espace inter-membranaire mitochondrial,
¢ventuellement par le transporteur ABCB6, puis sous 1’action de la protoporphyrinogéne oxydase
I’oxydation produit la protoporphyrine IX. Cette dernicre traverse ensuite la membrane interne, puis est
convertie en héme par I’insertion d’un ion fer par la ferrochélatase. L’héme est soit utilisé dans les
mitochondries, soit exporté vers le cytoplasme pour s’associer aux diverses hémoprotéines (Figure 3).
La majeure partie est incorporée a ’hémoglobine, ou le fer aide a fixer et a libérer I’oxygene. Les autres
protéines héminiques sont la myoglobine qui assure une réserve d’oxygene pour le muscle squelettique,
ainsi que les peroxydases et catalases qui jouent un role protecteur contre les radicaux libres et les

différents cytochromes impliqués dans la respiration et/ou le métabolisme cellulaire (Napier et al. 2005).
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Figure 3. Voie de biosynthése de ’héme chez les eucaryotes. Les mitochondries hébergent la
premiere et les trois dernieres réactions de production d’heme, tandis que quatre étapes
intermédiaires sont effectuées dans le cytosol. Abréviations : coproporphyrinogene IlI (Copro III),
protoporphyrinogene IX (PPGIX), coproporphyrinogéne oxydase (CPO), protoporphyrinogene
oxydase (PPO), protoporphyrine IX (PPIX), ferrochélatase (FeCh), mitoferrines Mrs3/4, potentiel
membranaire (pmf), cytochrome oxydase, (COX), protéine Fe-S adrénodoxine (Adx), réductase de
Adx (Adr), canal anion dépendant de la tension VDAC, ALAD ALA déshydratase, PBGD
porphobilinogene désaminase, URO3S uroporphyrinogene III synthase, UROD uroporphyrinogene
décarboxylase (D apres Muckenthaler et Lill 2016).

1.2.2. Utilisation du fer dans le processus d’érythropoiése
Chez les mammiferes environ 75% du fer est utilis€¢ pour la synthése de I’héme. En conditions
physiologiques normales, les processus de production et de clairance des érythrocytes sont a I’équilibre.
L’érythropoiése a lieu dans la moelle osseuse chez 1’adulte, et dans le foie et la rate pendant le
développement feetal. Une érythropoicse extramédullaire peut réapparaitre dans des conditions

pathologiques. L’érythropoi¢se se divise en deux stades majeurs, prolifération des progéniteurs
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érythroides, et différenciation en érythrocytes anucléés matures. Le premier stade se caractérise par la
différenciation du mégacaryocyte en un progéniteur érythroides précoce BFU-E (Bust Forming Unit-
Erythroid), puis en progéniteur tardif CFU-E (Colony Forming Unit Erythroid) en présence de
I”érythropoiétine (EPO), considérée comme premier signal de stimulation de I’érythropoicse et produite
au niveau des cellules interstitielles péritubulaires rénales chez 1’adulte et dans les hépatocytes chez le
feetus. Puis I’étape de maturation dépendante du fer permet la différenciation des précurseurs érythroides
précoces en érythroblastes, avec les stades successifs de proérythroblastes (ProE), érythroblastes
basophiles (Baso), érythroblastes polychromatophiles (PolyE) et enfin érythroblastes orthochromatiques
(OrthoE). Au cours de leurs différents stades de différenciation, les érythrocytes subissent de nombreux
changements dynamiques perdant I’expression de certains marqueurs, laissant place a d’autres
(Muckenthaler et al. 2017) (Figure 4). Ces marqueurs de surface permettent de distinguer les différentes
¢tapes du développement des érythroblastes, comme par exemple chez la souris I’expression de CD71,
correspondant a TfR1, Ter119, une glycoprotéine de surface présente du stade proérythroblaste précoce
a celui de I’érythrocyte mature, et CD44 une glycoprotéine de surface des cellules souches (Chen et al.

2009 ; Yang et Lewis 2020 ; Morath et al. 2016).
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Figure 4. Erythropoiése. Principaux changements phénotypiques et physiologiques associés aux différents
stades de différenciation et de maturation des cellules érythropoides. Terl19 est exprimé dans tous les sous-
ensembles avec une expression plus faible dans les proérythroblastes. L’expression de CD71 (ou TfRI) est
progressivement réduite tout au long de la maturation jusqu’a perte totale dans les stades les plus avancés. La
production d’hemoglobine commence au dernier stade érythroblastique. La taille des cellules diminue
progressivement au cours du processus de différenciation. L extrusion des noyaux a lieu au stade érythroblastes
orthochromatiques aboutit a des réticulocytes, dont les organites et I’ARN subissent une dégradation pour
finalement créer des érythrocytes ou GR (globule rouge) matures. EPO : Erythropoietine.
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Les défauts fonctionnels de la synthése de I’héme ou de transport du fer dans la mitochondrie
entrainent divers événements pathologiques, et se manifestent par des anémies sidéroblastiques. Il s’ agit
d’un groupe de troubles caractérisés par une anémie hypochrome microcytaire, accompagnée d’une
augmentation des marqueurs de fer circulants (fer sérique, ferritinémie et saturation de la transferrine),
ainsi que de la présence de sidéroblastes annelés (mitochondries périnucléaires gorgées de fer).

La forme la plus fréquente d’anémie sidéroblastique héréditaire est celle liée a la mutation du géne
ALAS?2, qui comme cité précédemment catalyse la premiére étape de la voie de biosynthése de I’héme
dans les cellules érythroides. L’invalidation du geéne Alas2? chez la souris entraine 1’arrét de la
différenciation érythroide et la mort embryonnaire aprés 11,5 jours sans formation d’anneaux
sidéroblastes (Yamamoto et Nakajima 2000). L’ expression partielle d’ALAS2 humain chez ces souris
provoque la transformation de la plupart des cellules érythroides indifférenciées en anneaux, tandis que
la majorité des cellules érythroides circulantes deviennent des sidérocytes. Ce résultat suggere que les

défauts d’apport d’héme, méme partiels, alterent la maturation des sidéroblastes (Nakajima et al. 2006).

1.3. Parameétres hématologiques

La majeure partie du fer se trouve dans I’hémoglobine. De fait, les paramétres hématologiques sont
des indicateurs de 1’état du niveau de fer dans I’organisme et de son utilisation et permettent de définir
des états pathologiques. L’examen des frottis sanguins renseigne sur la morphologie des hématies, forme
et taille, la couleur des hématies reflétant leur teneur en hémoglobine. Une anémie ferriprive se
caractérise ainsi par une microcytie et une hypochromie. Des informations complémentaires sont
apportées avec d’autres parametres tels que la numération des érythrocytes, le volume globulaire moyen
(VGM), I’hématocrite (Ht, nombre de globules rouges x VGM), ainsi que la teneur corpusculaire
moyenne en hémoglobine (TCMH) et la concentration corpusculaire moyenne d’hémoglobine (CCMH).
La diminution du TCMH en dessous de la moyenne est le premier signe d’un défaut érythropoiétique,
qui non corrigé entraine une diminution du VGM et le développement d’une anémie hypochrome

microcytaire (Vernet et al. 2001).

2. Stress oxydant et fer

La capacité du fer a osciller entre deux états d’oxydation est la clé de son activité biologique mais
aussi de la base de sa toxicité (Pierre et Fontecave 1999). En effet, le fer peut initier de multiples
réactions d’oxydoréduction provoquant ’apparition de radicaux libres oxygénés (ROS). Ainsi, par
réaction de Fenton le fer libre Fe?" réagit avec le peroxyde d’hydrogéne (H»0»), sous-produit courant
des processus cellulaires, pour former du Fe** et un radical hydroxyle hautement réactif (OH") (Fenton
1894) (Figure 5). Ce dernier peut provoquer des dommages cellulaires graves en attaquant les lipides
membranaires, les protéines cellulaires et I’ADN. De plus, le Fe** généré peut a nouveau réagir avec les

radicaux superoxydes (sous-produits courants des processus métaboliques cellulaires) pour régénérer le
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Fe?' perpétuant le cycle dans une réaction connue sous le nom de cycle Haber-Weiss (Haber et al. 1934)

(Figure 5).

= Réaction de Fenton
Fe?* + H,0, —= Fe® + OH" + OH-

= Réaction de Haber-Weiss

0, + H,0, —= 0O, + OH + OH"

= Cycle de Haber-Weiss
ed* H + OH-

XX
0, Fe?* H,0,

Figure 5. Génération de ROS par le fer.

De petites quantités de Fe’" réagissent
avec le peroxyde d’hydrogene et
produisent du Fe’" et le radical
hydroxyle (OH) dans la réaction de
Fenton. Le F&** a son tour peut réagir
avec le radical superoxyde (Oz) et
régénérer du Fe’" dans le cycle
d’Heber-Weiss (Adapté de Pierre et
Fontecave 1999).

Plus récemment, la ferroptose, une nouvelle forme de mort cellulaire nécrotique dépendante de la

chimie du fer, a été identifiée grace a ’utilisation d’un composé chimique, I’érastine (eradicator of Ras

and ST-expressing cell), sélectionné sur sa capacité a tuer les cellules cancéreuses porteuses de

I’oncogene Ras activé HRas (HRas V12). La ferropotose apres exposition des cellules a ce composé

semble dépendre de I’induction de trois événements simultanés, accumulation de fer libre (LIP), blocage

du transport de la cystéine (systtme Xc- d’importation cystine/ Glutamate), et de la synthése du
glutathion (Figure 6). Ce dernier est a I’origine de ’inhibition de I’activité¢ de I’enzyme gluthation

peroxydase 4 (GPx4), élément clé dans les défenses de la peroxydation lipidique (Dixon et al. 2012).

La ferroptose n’a jusqu’a présent été étudiée que dans un nombre limité de systémes expérimentaux.

Cependant, cette forme de mort cellulaire pourrait présenter un intérét clinique, notamment dans des

modeles in vivo afin d’envisager des stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses (Yang et al. 2014 ; Dixon

et al. 2012).
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Figure 6. Diagramme récapitulant les
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3. Métabolisme du fer chez les mammiferes

En raison du potentiel toxique et du besoin permanent de fer pour le bon fonctionnement cellulaire,
I’organisme mobilise une grande variété de protéines qui régulent et coordonnent étroitement son
métabolisme. Il existe deux mécanismes de contrdle du niveau de fer, un contrdle au niveau cellulaire
et un au niveau systémique, qui permettent 1’apport des quantités appropriées de fer en fonction de la
demande physiologique de I’organisme.

Le fer se répartit majoritairement dans quatre compartiments, absorption, circulation, utilisation, et
réserves. Le fer est absorbé par les entérocytes, se fixe a la transferrine et circule par voie sanguine, pour
étre distribué aux différents sites d’utilisation, principalement la moelle osseuse, ou se déroule le
processus d’érythropoicse. Il est principalement retrouvé au niveau des érythroblastes médullaires, et
des hématies circulantes. Le reste est réparti entre les macrophages, particulierement ceux du systéme
réticulo-endothélial qui aprés éryhrophagocytose remettent le fer en circulation et les hépatocytes qui

prennent en charge les excés (Figure 7).
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Figure 7. Principales voies de circulation du fer entre les différents tissus et cellules. Fe-Tf : fer lié a son
transporteur transferrine. (Hentz et al. 2004).
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3.1. Recvyclage du fer par le processus d’érythrophagocytose

Au terme d’une demi-vie moyenne de 120 jours chez ’homme et 45 jours chez la souris, les
érythrocytes sénescents circulants sont éliminés par les macrophages du systéme réticulo-endothélial,
macrophages de la rate, de la moelle osseuse et du foie, via le mécanisme d’érythrophagocytose. Ainsi,
les macrophages érythrophagocytiques sont les sites les plus riches en fer. Le vieillissement des globules
rouges comprend de nombreux changements biochimiques, notamment 1’apparition de néo-antigenes
sur la membrane, la peroxydation de la membrane, I’externalisation des phosphatidylsérines, une
diminution de I’activit¢ métabolique ou des changements morphologiques. Ces altérations permettent
de rendre I’érythrocyte spécifiquement reconnaissable par le macrophage pour son internalisation, qui
s’effectue par des mécanismes dépendants ou non de 1’opsonisation impliquant 1’élément C3b du
complément et les immunoglobulines fixées aux surfaces, et sa dégradation ultérieure dans le
phagolysosome. L’héme oxygénase-1 (HO-1) clive ’héme et libére du monoxyde de carbone, de la
biliverdine réduite en bilirubine antioxydante, et du fer ferreux. Il existe deux isoformes fonctionnelles
de HO, I’isoforme HO-2 constitutive présente a un niveau plus élevé dans le cerveau, et HO-1 inductible
en particulier par ’héme, son substrat naturel, I’hypoxie et le stress oxydatif.

Le fer est ensuite stocké dans la ferritine ou exporté dans le sang par la ferroportine ; cette dernicre
¢tant le seul exportateur transmembranaire de fer connu, I’efficacité de ce processus de recyclage du fer
est liée a son expression. Ce mécanisme d’érythrophagocytose assure 1’apport majoritaire du fer
nécessaire a I’érythropoiese chez les mammiferes adultes (Beaumont et Canonne-Hergaux 2005).

Les pathologies associées aux dommages des globules rouges causent de multiples dégats, par
exemple, I’hémolyse peut libérer de I’hémoglobine et de I’heme, entrainant des lésions rénales aigués,
des anémies et de 1’érythrophagocytose accrue peut altérer les capacités d’élimination physiologique

des érythrocytes libérant de grandes quantités de fer toxique sous une forme non liée a la transferrine.

3.2. Absorption intestinale

La quantité totale en fer chez I’homme est estimée a environ 35 a 40 mg/ kg, ce qui équivaut
approximativement 3 & 5 g chez un adulte sain d’environ 70 kg. Son apport dans le corps se fait
exclusivement par voie alimentaire. L’apport alimentaire est estimé a environ 10 a 15 mg/jour,
cependant, seule une infime quantité¢ de 1 a 2 mg/jour est effectivement absorbée. Il est a noter que la
quantité de fer absorbée varie selon 1’age et le sexe, avec une demande plus importante au cours du
développement et plus réduite chez I’adulte. En raison des pertes menstruelles, les femmes ont besoin
d’un apport en fer plus élevé que les hommes. L’absorption intestinale du fer représente un point critique
de I’homéostasie systémique du fer, car contrairement a d’autres nutriments, il n’existe aucun
mécanisme d’excrétion de fer chez les mammiferes (Beguin 2002).

Le fer alimentaire se présente sous deux formes principales, le fer héminique provenant de la viande,

et le fer non héminique, fer inorganique lié¢ a des peptides, des sels ou des acides inorganiques présents
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dans les végétaux et les produits laitiers (Miret ef al. 2003). L’absorption digestive du fer a lieu de

maniére optimale au niveau du duodénum et de la partie proximale du jéjunum (McKie ef al. 2001).

a. Fer non-héminique

L’absorption du fer inorganique dépend de sa solubilit¢ et de son état d’oxydation. Dans
I’alimentation, le fer non héminique est principalement présent sous forme de Fe*" qui doit d’abord étre
réduit en Fe*' pour étre absorbé par les entérocytes. La réduction du Fe*" est favorisée par le pH bas
conféré par 1’acide gastrique de I’estomac ou par la combinaison avec certains composés de
I’alimentation tel que 1’acide ascorbique. D’autres composants alimentaires, en revanche, comme les
phytates ou les polyphénols, se lient au fer et forment des complexes qui réduisent sa biodisponibilité et
son absorption. Les études portant sur 1’absorption du fer chez 1’animal mis a jeun préalablement a
I’administration d’une source de fer radiomarquée ont en effet montré que le régime alimentaire est un
facteur qui influence la capacité d’absorption du fer (Turnbull et al. 1962).

Au niveau de la membrane apicale des entérocytes une ferriréductase, la cytochrome duodénal b

(Dcytb), assure la réduction du Fe** en Fe*". L’expression de Dcytb est régulée a la hausse en réponse a
une carence en fer, a I’hypoxie ou a une érythropoicse accrue, et des niveaux élevés de Dcytb sont
associés a une forte absorption de fer dans les modéles de culture cellulaire (McKie 2008).
Les ¢tudes sur des modeles murins déficients en Dcytb ne conduisent pas a des perturbations vitales du
statut en fer (Gunshin ef al. 2005), bien qu’une réduction du contenu en fer splénique et un défaut
d’hémoglobinisation aient été¢ noté (Choi et al. 2012). Contrairement aux rongeurs, les humains sont
inaptes a synthétiser 1’acide ascorbique, ce qui rend difficile I’extrapolation de ces observations de
rongeurs aux humains.

Le fer réduit en Fe*" est transporté a travers la membrane apicale des entérocytes via le transporteur
d’ions meétalliques divalents 1 (DMT1) codé par le gene SLCIIA2, seul transporteur intestinal
actuellement identifi¢ de fer non héminique. DMT]1 est une protéine transmembranaire active avec un
¢change de protons et couplée a un canal sodium/ hydrogéne, dont 1’action est favorisée a pH bas tel
que celui du duodénum (Gunshin ef al. 1997 ; Fleming et al. 1997). La perte de fonction DMT1 chez la
souris n’est pas viables au-dela de 7 jours, en raison d’une profonde carence martiale, et d’une anémie
hypochrome microcytaire trés sévere. La déficience spécifique du géne Sicl a2 dans ’intestin conduit

a une réduction du taux de fer ainsi qu’a une anémie plus modérée (Gunshin et al. 2005).

b. Fer héminique

Le mécanisme d’entrée intestinale de ’héme n’est que partiellement élucidé. Il a été proposé
que I’absorption d’héme pourrait s’effectuer soit par endocytose soit par transport actif par

I’intermédiaire d’un transporteur spécifique.
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En 2005, HCP1 (Heme Carrier Protein 1) a été identifi¢ comme potentiel candidat assurant le
transport spécifique du fer héminique au niveau apical des entérocytes du duodénum de souris (Shayeghi
et al. 2005). D’autres travaux ont par la suite révélé que cette protéine était plus active pour le transport
du folate et a été renommée PCFT/ SLC46A1 (Proton-Coupled Folate Transporter) (Qiu et al. 2006).
Cependant, une double fonctionnalité dans le transport du folate et de ’héme n’est pas exclue car il est
rapporté que HCP1 joue également un réle dans le métabolisme de 1’hémoglobine par captation de
I’héme au niveau des macrophages (Schaer et al. 2008).

En outre, la famille des protéines régulatrices de I’héme (HRG) identifiée chez C. elegans, joue un
role essentiel dans le transport et ’homéostasie de ’héme chez les nématodes. Leurs orthologues sont
¢galement exprimés chez les vertébrés, notamment chez I’homme, en effet, les recherches par
homologies ont identifi¢ un géne hHRG-1 chez ’homme présentant une similitude de 23% et 65% avec
les protéines HRG-1 du ver et du poisson zebre, respectivement. De plus, chez I’homme, le géne hHRG-
1 est localisé sur le chromosome humain 12q13, a environ 3,2 mégabases du géne codant pour le
transporteur d’ions divalents (DMT-1), qui pourrait suggérer que les protéines HRG peuvent également
jouer un role dans la biologie de I’héme chez les mammiferes (Rajagopal et al. 2008).

Une fois dans le cytoplasme, I’héme est soit :

- exporté sous forme intacte vers la circulation sanguine, FLVCR1 (Virus de la Leucémie Féline)
et ABCG2 (Protéine de résistance au cancer du sein) ont été identifiés comme exportateurs
potentiels d’héme, et les études in vitro montrent en effet une forte expression de FLVCR1 par
les lignées cellulaires intestinales et hépatiques (Quigley et al. 2004 ; Keel et al. 2008).

- dégrad¢é dans les vésicules endosomales par I’héme oxygénase 1 (HO-1) en biliberdine/
bilirubine, monoxyde de carbone (CO), et le centre ferreux F e libéré dans la cellule rejoint le
pool de fer non héminique (Maines 1997).

Les modeles murins de déficience pour le géne Flverl codant la protéine FLVCR et Hmox, codant
pour HO-1 soutiennent le role de ces deux protéines dans le maintien de I’homéostasie du fer. Les souris
knock-out Flverl développent une anémie macrocytaire avec arrét de la maturation des
proérythroblastes, ce qui suggere que 1’exportation de I’exces d’héme des précurseurs érythroides est
essentielle pour la survie cellulaire. En outre, FLVCR est nécessaire pour 1I’exportation de 1’héme des
macrophages au cours de 1’érythrophagocytose, révélant que le trafic de I’héme est une composante
importante de ’homéostasie du fer (Keel et al. 2008). De méme, les souris knock-out Hmox 1, présentent
une anémie, de faibles taux de fer sérique et une augmentation des taux hépatiques et rénaux de fer. Ce
phénotype est potentiellement dii a I’incapacité de recycler le fer héminique pour une réutilisation

ultérieure (Poss et Tonegawa 1997 ; Yachie et al. 1999).

3.3. Export du fer
La sortie du fer de I’entérocyte est médice par la ferroportine (FPN), codé par le géne SLC40A1 qui

fait partie de la famille des transporteurs de solutés (Solute carrier proteins SLC). A ce jour la
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ferroportine est le seul exportateur de fer cellulaire identifi¢ chez les mammiféres, elle est exprimée de
maniere ubiquitaire, avec des niveaux plus importants dans les cellules spécialisées pour la mise en
circulation du fer. Elle joue un role prépondérant dans les entérocytes apres absorption alimentaire, mais
aussi dans les macrophages, les hépatocytes, et les syncytiotrophoblastes placentaires (Abboud et Haile
2000 ; Donovan et al. 2000). De nombreuses études rapportent que 1’expression de la ferroportine est
localisée au niveau basolatéral des entérocytes, avec une expression plus importante au niveau du
duodénum, principal site d’absorption du fer intestinal (McKie et al. 2000). Une possible expression de
la ferroportine au niveau de la membrane apicale des entérocytes a été relevée, mais cela reste
controversé (Thomas et Oates 2004). Dans les macrophages, la ferroportine semble résider dans les
vésicules intracellulaires mais est rapidement transférée a la membrane plasmique suite & un apport en
fer, notamment apres érythrophagocytose (Delaby et al. 2005).

Les ¢tudes de modeles murin ont montré que la délétion totale de la ferroportine est 1étale des le stade
embryonnaire (Donovan et al. 2005). 1l en est de méme pour les souris knock-out au niveau de la
mugqueuse intestinale congues par un croisement d’animaux Fpn/"* avec des animaux exprimant la
recombinase Cre sous le contrdle du promoteur de la villine (Donovan et al. 2005). L’explication de la
1étalité précoce de ces derniéres vient du fait que I’expression du transgéne villine est également étendue
a I’endoderme viscéral extra-embryonnaire (exVE) qui assure le transport des nutriments embryonnaires
maternels avant la formation du placenta (Marjou et al. 2004). Le modéle de délétion intestinale
spécifique, vil-Cre-ERT2 Fprn"* inductibles au tamoxiféne conduit & une anémie hypochrome
modérée due a une rétention de fer dans la muqueuse intestinale appuyant le role essentiel de la
ferroportine dans I’import du fer alimentaire. Ces mode¢les soulignent le role capital de la ferroportine
intestinale pour constituer un stock appropri¢ de fer dans les premiers stades de la vie. Par la suite, ce
sont principalement les mécanismes de recyclage du fer a partir des érythrocytes qui assurent le maintien
des niveaux adéquats a la demande de I’organisme. Le modeéle murin Fpn LysM Cre, de déficience de
la ferroportine au niveau des macrophages montre une augmentation des taux de fer tissulaire, dans les
macrophages de la rate et du foie (Zhang ef al. 2011). Cependant, ce phénotype de surcharge martiale,
est accompagné d’une diminution des parametres hématologiques, mais une anémie relativement Iégere,
suggérant que les souris knock-out pourraient probablement augmenter leurs apports en fer intestinal par
le biais de I’alimentation. Il est en effet décrit que 1’absorption du fer est régulée par un mécanisme de
controle négatif en retour, c’est-a-dire que plus il y a de fer dans le corps, moins le fer est absorbé par
le tractus intestinal, et vice versa (Boron 2006). Une autre possibilité est que les souris knock-out Fpn
LysM Cre pourraient utiliser des mécanismes d’exportation de I’héme sous sa forme intégre via
I’exporteur Flver. Les deux hypothéses ont été soulevées par les auteurs de ce travail mais aucune des

deux n’a été démontrée (Zhang et al. 2011).
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3.4. Circulation du fer

La ferroportine exporte le fer ferreux (Fe*"), cependant sa libération dans la circulation nécessite son
oxydation en fer ferrique (Fe’"). Au niveau de ’entérocyte cette réaction est assurée par I’héphaestine,
une ferrioxydase membranaire cuivre dépendante, fortement exprimée au niveau basolatéral des
entérocytes, mais faiblement exprimée dans les autres tissus. Des approches a la fois in vitro et in vivo
ont démontré que 1’héphaestine et la ferroportine colocalisent sur la membrane basolatérale des cellules
intestinales, suggérant que ces deux protéines agissent de concert (Han et Kim 2007). Les souris avec la
mutation s/la du géne codant I’héphaestine (sex-linked anemia, s/a) présentent une entrée normale du fer
au niveau apical de I’entérocyte, mais un défaut de sortie de I’entérocyte caractérisée par une anémie
microcytaire (Vulpe ef al. 1999).

Dans la circulation, la ceruloplasmine (CP), un homologue circulant de I’héphaestine, oxyde le fer
libéré par la ferroportine (Hellman et Gitlin 2002). L’acéruloplasminémie héréditaire, est un trouble
autosomique récessif rare de 1’homéostasie du fer causée par des mutations dans le gene de la
céruloplasmine (Cp). Les patients atteints présentent des signes de surcharge hépatique en fer, une
concentration élevée de fer sérique, de 1’anémie microcytaire, ainsi que diabéte, dégénérescence
rétinienne périphérique, atteintes neurologiques, dont dystonie (Harris et al. 1995 ; Pérez-Aguilar et al.
2005). Contrairement aux phénotypes hémochromatosiques, la surcharge hépatique en fer est
généralement asymptomatique dans 1’acéruloplasminémie, et les patients ne développent pas de signes
de dysfonctionnement hépatique (Loréal et al. 2002). Plusieurs modéles d’invalidation du géne Cp ont
été développé. Chez la souris, I’invalidation du géne Cp montre une augmentation graduelle des taux de
fer dans les cellules de Kupffer et les macrophages de la rate, ainsi que dans les hépatocytes. Ces souris
ne présentent aucun défaut de captation du fer mais des altérations plutdt frappantes dans sa sortie des
macrophages et des hépatocytes (Harris et al. 1999). Le phénotype de I’acéruloplasminémie observé
chez la souris ne reproduit pas les observations cliniques chez ’homme. En effet, contrairement aux
modeéles de souris Cp™, les patients atteints d’acéruloplasminémie ne développent pas de surcharge en
fer dans les macrophages hépatiques et spléniques. Un autre modéle d’acéruloplasminémie chez le rat
Sprague-Dawley a récemment montré un profil plus fidéle a celui observé chez I’homme. A I’instar du
phénotype humain, ce modéle montre une surcharge en fer hépatocytaire, associée a une diminution du
fer splénique. De plus, les concentrations plasmatiques de fer et la saturation de la transferrine sont
réduites dans les animaux Cp”~ sans pour autant montrer de signes d’anémie (Kenawi et al. 2019). Ces
résultats suggerent un role potentiel de la céruloplasmine dans la mobilisation du fer contenu dans les
compartiments de réserve. De plus, les données obtenues a partir d’études in vitro sur les cellules HeLa
montrent un role stabilisateur de la CP via le glycosylphosphatidylinositol (GPI) de la ferroportine pour
son expression au niveau de la surface cellulaire (Kono et al. 2010). Les modeles actuels
d’acéruloplasminémie chez le rongeur ne reproduisent cependant pas les altérations neurodégénératives
résultant d’anomalies de la céruloplasmine chez ’homme, indiquant d’autres roles de cette protéine qui

reste a caractériser.
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La délétion combinée en céruloplasmine et en héphaestine, obtenus par croisement de souris knock-
out Cp avec des souris sla entraine a la fois une surcharge tissulaire en fer, principalement dans les
entérocytes duodénaux, le foie, le cceur et le pancréas, et une anémie ferriprive sévere avec de faible
teneur en fer sérique. Ce modele double knock-out met en évidence le role de 1’héphaestine et de la
céruloplasmine dans la distribution extra-intestinale du fer, soutenant I’importance des ferroxydases

dans le maintien du niveau de fer systémique (Fuqua et al. 2018 ; Jiang et al. 2016).
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Figure 8. Mécanisme d’entrée et de sortie intestinale du fer.
Dcytb : Cytochrome duodénal b, DMTI : transporteur des ions
divalents, HCP-1 : transporteur de [’heme, HO-1: heme
oxygenase 1, Ft : ferritine, Hp : héphaestine, FPN : ferroportine,
FLVCR-1 : récepteur du virus de la leucémie féline, CP :
céruloplasmine, Tf : transferrine.

3.5. Transport et captation cellulaire du fer

a. Ferli¢ a la transferrine

La transferrine (Tf) est une glycoprotéine sérique, de poids moléculaire de 80 kDa, principalement
produite par le foie, dont la fonction majeure est le transport plasmatique du fer. La transferrine peut se
lier de maniére réversible au Fe* pour le transporter dans le sang vers les différents tissus. Il s agit d’une
globuline monomere portant 2 sites de captation de fer ferrique. Une fois la liaison Tf-Fe établie, un
changement conformationnel de la transferrine se produit pour faciliter sa reconnaissance et sa liaison a

son récepteur TfR1 sur les membranes cellulaires.
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A D’état physiologique, la saturation de la transferrine est maintenue en moyenne a 30 % chez
I’homme et 45% chez la souris. Ce taux de saturation de la transferrine varie en fonction du statut en fer
de I’organisme et est I'un des parametres biologiques indicatifs de la carence ou de la surcharge en fer.
La synthése de la transferrine est inversement proportionnelle a la quantité de fer présent dans la cellule.
Une diminution des réserves en fer entraine une augmentation de la synthése. La transferrine joue aussi
un role dans ’absorption intestinale du fer : le pourcentage de fer alimentaire absorbé dépend du degré
de saturation de la transferrine (McKnight et al. 1980; Bomford et Munro 1985).

L’hypotransferrinémie chez ’homme, une maladie génétique rare causée par des mutations du géne
de la transferrine, ainsi que la souris mutée dans le géne de la transferrine se caractérisent par une anémie
hypochrome microcytaire sévére avec surcharge tissulaire en fer généralisée, a 1’exception des

macrophages qui se révélent exempts de fer (Craven et al. 1987). Le modeéle de souris "7

avec une
mutation dans le géne de la transferrine montre des signes séveres d’anémie, bien que ces animaux
puissent vivre jusqu’a deux semaines apres la naissance, ils n’atteignent pas I’age adulte s’ils ne
recoivent pas d’injections hebdomadaires de sérum de souris ou d’apo-TT. Il est intéressant de noter que
lorsque le traitement est interrompu apres sevrage, ces animaux survivent et continuent de croitre mais
restent pales par rapport aux animaux témoins (Bernstein 1987). Les adultes survivants développent une
anémie hypochrome sévére et une surcharge en fer élevée dans le tissu parenchymateux, tandis que les
macrophages de la rate restent exempts de dépdts de fer (Weinstein et al. 2002). De plus, 1’expression

hpx/hpx

de I’hepcidine est totalement abolie chez ces souris , ce qui explique probablement 1I’augmentation

de I’absorption intestinale (Trenor et al. 2000).

b. Fer sérique

Le taux de fer sérique ne varie que faiblement en fonction des apports alimentaires. Cependant, il
est plus en lien avec le statut global en fer de I’individu et le niveau de saturation de la transferrine ; de
plus le taux de fer sérique suit des variations nycthémérales. Il est augmenté en cas de surcharge martial,
et diminué en cas de carence en fer mais aussi en situation d’inflammation, d’ou I’importance d’associer
ce parametre au coefficient de saturation de la transferrine. En cas d’entrée accrue ou de surcharge en
fer sévere, la capacité de la transferrine a se lier au fer dépasse la quantité de fer dans le sérum, ce qui
conduit a ’apparition d’une forme de fer non liée a la transferrine dit NTBI. La nature chimique du
NTBI est mal connu, il est néanmoins suggéré qu’il s’agit d’une forme liée a de petits anions comme le

citrate, des chélateurs ou des protéines plasmatiques (Hider 2002).

3.6. Captation cellulaire du fer

a. TfR1

L’acquisition du fer lié a la transferrine par les cellules s’effectue par endocytose par I’intermédiaire

de récepteur membranaire a la transferrine (TfR). Il existe deux types de TfR, TfR1 exprimé de maniere
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ubiquitaire et TfR2 exprimé plus spécifiquement dans les hépatocytes qui sera décrit ultérieurement
(Gkouvatsos et al. 2012).

TfR1 est un récepteur exprimé de maniere ubiquitaire. Cependant, il est plus largement exprimé au
niveau des cellules nécessitantes des apports importants en fer, comme les précurseurs médullaires
erythroblastiques et les cellules en division. TfR1 est surexprimé dans diverses cellules malignes, et
plusieurs approches thérapeutiques anticancéreuses reposent sur le ciblage de TfR1 soit par des anticorps
anti TfR1 spécifiques afin de bloquer la liaison Tf-TfR1 et diminuer I’apport en fer, soit pour délivrer
spécifiquement des agents anticancéreux via les nanovecteurs liposomes fonctionnalisés par la
transferrine pour permettre un adressage ciblé sur les cellules cancéreuses (Luria-Pérez et al. 2016).

Chez la souris, la délétion du géne TfR1 est Iétale au stade embryonnaire, et se caractérise par une
anémie sévere et des anomalies neurologiques. De plus, les souris hétérozygotes portant une seule copie
de l’allele TfR1 présentent une anémie microcytaire hypochrome, avec des valeurs normales
d’hémoglobine et d’hématocrite, expliquées par une augmentation compensatoire du nombre de
globules rouges. L’haploinsuffisance en TfR1, génotype Trfi"", conduit également a une diminution du
fer tissulaire total sans modifier la saturation de la transferrine sérique, ce qui suggere que la microcytose
n’est pas due a un déficit systémique mais a un défaut de régulation de I’homéostasie du fer (Levy et al.
1999).

Une éventuelle implication du récepteur CD44 dans 1’absorption du fer a récemment été rapportée.
Il a été observé que les cellules cancéreuses internalisaient le fer associé a I’acide hyaluronique via le
récepteur CD44. Le fer intracellulaire est transporté vers les mitochondries et participerait donc a la

reprogrammation métabolique déclenchée pour 1’activation de 1’état métastatique (Miiller et al. 2020).

J @ N\ Figure 9. Acquisition du fer par TfR-1.
g % \ * Endocytose médicfe par les clatherines du
cluster Fe-S s \ complexe holo-Tf/TfRI dans des vésicules

@ ‘ endosomales, la diminution du pH induit
Biosynthése de un changement conformationnel
(' I'héme \ permettant la libération du Fe’*, celui-ci

est réduit en Fe*" par la réductase
| intraendosomale STEAP-3, puis libéré
’ dans le cytoplasme par DMTI. TfRI est
recycle au niveau de la membrane
plasmique et ’apo-Tf libérée a nouveau
dans la circulation.

16



Chapitre 1. Mécanismes moléculaires de I’homéostasie du fer

b. Cycle de la transferrine

Apres fixation de 1’holo-transferrine a son récepteur, le couple est internalisé par endocytose médiée
par les clathrines dans des vésicules endosomales précoces. La liaison du fer a la transferrine est
réversible et dépend du pH, ainsi, 1’acidification de I’endosome grice a une pompe a proton ATP
dépendante permet de libérer le Fe** de la transferrine, qui quant-a-elle reste liée a son récepteur. Le
Fe** est réduit en Fe?" par 1’action de la réductase intraendosomale STEAP3 (Ohgami et al. 2005), et
quitte I’endosome via le transporteur DMT1 (Gunshin ef al. 2005). Enfin ’endosome contenant le
complexe apotransferrine/TfR1 transite vers la surface cellulaire pour la libération de I’apotransferrine
et le recyclage de TfR1 au niveau de la membrane cellulaire (Figure 9).

DMT]1 est donc nécessaire non seulement pour 1’absorption intestinale du fer, mais également pour
la libération du fer du compartiment endosomal au compartiment cytoplasmique. Les souris
Slc11a2™™*, homozygotes pour une mutation faux-sens glycine-arginine (G185R) dans DMTI,
présentent une absorption intestinale défectueuse du fer et des apports de fer réduits pour le
développement des cellules érythroides se traduisant par une anémie hypochromique microcytaire (Su
et al. 1998). Par ailleurs, plusieurs mutations du géne SLC1142 chez I’homme sont associées a des
anémies ferriprives séveres qui contrairement a la souris s’accompagnent de surcharges hépatiques,
suggérant I’importance de DMT1 dans 1’absorption intestinale du fer mais aussi dans son homéostasie

(Mims et al. 2005; lolascon et al. 2006; Beaumont et al. 2006).

c. Le récepteur soluble a la transferrine (TfRs)

L’expression de TfR1 a la surface cellulaire est régulée positivement par 1’activité érythropoiétique
et la carence en fer de la cellule. La forme soluble du récepteur TfR1, TfRs, est une forme tronquée de
celui-ci obtenue aprés protéolyse de la forme membranaire. Le recyclage des récepteurs TfR1,
majoritairement exprimés sur les précurseurs érythroides, permet leur libération en circulation sous
forme soluble ou ils deviennent quantifiables. La mesure des niveaux du TfRs est donc une manicre
indirecte d’estimer les niveaux du TfR1 et I’activité érythropoiétique (Cazzola et Beguin 1992)
(Punnonen et al. 1994). 11 a en effet été montré que le taux de TfRs est directement corrélé a la masse
totale des précurseurs érythroides dans un large spectre de troubles hématologiques, allant de I’aplasie
médullaire a la thalassémie majeure (Huebers er al., 1990). L’activité érythropoiétique accrue qui se
produit lors des anémies hémolytiques, des anémies mégaloblastiques, des syndromes
my¢lodysplasiques ou dans les hémochromatoses secondaires conduisent tous a une augmentation des
taux du TfRs. Cependant, ses taux restent inchangés dans les épisodes d’anémie inflammatoire
chronique ou I’activité érythropoiétique reste faible, d’ou I’intérét de ce marqueur dans les stratégies de
diagnostic de la carence en fer dans les situations inflammatoires ou d’autres marqueurs du métabolisme

du fer peuvent étre modifié¢ indépendamment du statut en fer (Cullis 2011).
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d. Captation indépendante du TfR

Le cycle d’endocytose de la transferrine est le principal, mode de captation cellulaire du fer (Figure
9). Cependant, certaines conditions pathologiques de surcharge martiale conduisent a I’apparition du
NTBI (Hider 2002; Brissot et al. 2012). Celui-ci peut &tre assimilé par certaines cellules spécialisées
capables de capter le fer par des voies alternatives, indépendantes de la voie Tf-TfR. Des études in vitro
sur cultures de cellules hépatiques et des études in vivo sur des modéles murins ont identifié le
transporteur de Zinc Zip14 (ou SLC39A14), comme étant un transporteur de NTBI. Ce transporteur
ZIP14 est exprimé dans les cellules parenchymateuses, et en particulier par les hépatocytes (Liuzzi et
al. 2006). L’accumulation de fer hépatique corrélé avec le niveau de NTBI dans les maladies de
surcharge en fer, atteste du réle du NTBI dans la surcharge tissulaire, notamment dans les troubles de

surcharge martiale (Knutson 2019).

3.7. Fer cellulaire

3.7.1. Pool cellulaire de fer libre (LIP)

Seule une petite quantité de fer cellulaire est trouvée sous forme libre Fe?*, formant le pool de
fer labile (LIP). Ce fer cytosolique constitue la fraction directement mobilisable pour les différentes
activités cellulaires. Il suit différentes voies de distribution, il est principalement acheminé vers les
mitochondries, site majeur d’utilisation, mais aussi vers d’autres partenaires cytosoliques (systéme
golgi, noyaux, ribosome, etc.). Le LIP constitue donc un pool de fer de transit, qui permet d’établir des
¢changes entre différents processus métaboliques au sein de la cellule. Cependant, le LIP est considéré
comme potentiellement toxique, car il s’agit du pool redox potentiellement actif du fer, qui est

généralement impliqué dans le transfert d’électrons dans la réaction de Fenton, entrainant la génération
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d’espéces réactives de 1’oxygene (ROS) qui conduit a la peroxydation lipidique ou la dénaturation des
protéines qui causent des dommages cellulaires ultérieurs (Petrat et al. 2002).

Une méthode de mesure expérimentale du LIP est basée sur des approches utilisant des capteurs
métalliques fluorescents tels que la calcéine. Le principe repose sur la capacité de ses capteurs a éteindre

(quenching) leur fluorescence une fois complexé au Fe?* (Esposito et al. 2002) (Figure 10).

3.7.2. Stockage du fer par la ferritine

a. Ferritine

Un équilibre est maintenu entre la forme mobilisable du fer et celle de stockage afin d’éviter ses
effets toxiques. La ferritine est une protéine de stockage du fer cytosolique non réactif et facilement bio-
disponible. Elle a été cristallisée pour la premiére fois par le physiologiste tcheque Vilem Laufberger
(1890 — 1986), a partir de rate du cheval (Laufberger 1937). Son nom fut adapté du composé protéique
ferreux, ferratin (du latin : ferratus, garni de fer) isolé a partir du foie de porc par le pharmacologue
allemand Oswald Schmiedeberg (1838 — 1921). La ferritine est une protéine trés conservée dans le
monde du vivant, des formes analogues existent dans le monde végétal, bactérien, fongique, celui des
animaux non-vertebres ainsi que celui des vertebres (Liu et Theil 2005).

Chez les mammiferes, la ferritine est un hétéropolymere hydrosoluble d’environ 450 kDa, composé
de 24 sous-unités par assemblage en proportions variables de deux sous-unités de chaines légeres (L-
ferritine) et lourdes (H-ferritine) formant une nanocage pouvant contenir jusqu’a 4500 atomes de Fe**
au sein de sa cavité centrale (Figure 11). La sous-unité H présente une activité catalytique ferroxydase
qui oxyde le Fe** en Fe** facilitant son incorporation dans la cage de ferritine. La sous-unité L, quant a
elle, catalyse la formation du noyau ferrique au centre de la coquille protéique. Les ferritines riches en
sous-unités L prédominent dans les organes qui stockent le fer pour des périodes prolongées, comme le
foie et la rate. A I’inverse, les ferritines riches en sous-unités H sont en générale caractéristiques des
organes qui ont des teneurs moyennes, voire relativement faibles en fer, tels que le coeur et le cerveau

(Levi et al. 1998).

Chez la souris, I’invalidation complete du gene Ft-H entraine une 1étalité embryonnaire précoce
(Ferreira et al. 2000). Le modéle de I’haplo-insuffisance Ft-H" montre des altérations dans le cerveau,
une réduction de moitié du stock de Ft-H associée a une augmentation de TfR, Ft-L, Dmtl et de la
céruloplasmine suggérant un état de carence en fer. Ces souris présenteraient également un stress
oxydatif accru dans le cerveau (Thompson et al. 2003).

A 1’état physiologique normal, la circulation sanguine est pauvre en ferritine. Celle-ci apparait dans
la circulation dans des conditions de surcharge sévere, elle est proportionnelle a la ferritine du
compartiment de réserve hépatique. Elle représente un parameétre important du suivi de la surcharge

martiale.
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La ferritine sérique est également une protéine de réaction de phase aigué de I’inflammation et
augmente alors indépendamment du stock de fer (Mburu et al. 2008; Thurnham et a/. 2010). Une
augmentation de la ferritine au niveau sérique peut entrainer une surcharge en fer tissulaire, et participer

a ’anémie inflammatoire.

Vue: Externe Interne Centrale

Figure 11. Vue extérieure de la ferritine,
Coupes transversales d’une ferritine montrant
sa grande cavité interne (a droite) et son canal
ionigue  (a  gauche).  Mécanisme  de
fonctionnement du centre ferroxydase de la
ferritine Ft-H : le Fe’'entre et quitte la
nanocage protéique, grdce a un cycle
sec d’oxydation, de minéralisation et de réduction
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du Fe’* et en fonction du temps et de [’espace
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b. Hémosidérine

L’hémosidérine est la forme prédominante de stockage de fer détectée dans les macrophages
spléniques et du systéme réticulo-endothélial, mais aussi dans les conditions de surcharge martiale. Des
¢tudes histologiques ont montré qu’il s’agit d’un conglomérat riche en fer, qui donne une coloration
bleue intense lorsqu’elle réagit avec du ferrocyanure de potassium (Perls 1867). C’est une forme
insoluble de fer, visible au microscope sous forme de granules bruns localisés dans des structures
intracellulaires endomembranaires appelées sidérosomes (Richter 1978). En plus du fer, I’hémosidérine
renferme un agrégat hétérogene de protéines, de glucides et de lipides (Iancu 1992). Sa structure reste
moins bien caractérisée que celle de la ferritine, mais les études convergent a dire que c’est une forme

de dégradation lysosomale de cette derniére apres autophagie ou trafic endosomal (Saito 2014).

Le modéle actuel de mobilisation/ stockage de fer retenu suit un flux LIP-hémosidérine et vice
versa. Quatre transferts de fer ont été proposés : i) de LIP vers ferritine, voie directe, ii) de LIP a
I’hémosidérine en contournant la synthése de la ferritine, iii) de la ferritine a ’hémosidérine, et iv) de
I’hémosidérine a la ferritine. Seules les voies LIP vers la ferritine et hémosidérine vers LIP ont été

confirmées expérimentalement (Saito 2014) (Figure 12).
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Figure 12. Voies de dépot et de mobilisation du fer dans la ferritine et I’hémosidérine (gauche).
Formation des sidérosomes, cellule endothéliale du foie, le processus d'internalisation de structures
membranés contenant de la ferritine (droite) (Adapté de Saito. 2014).

c. Ferritinophagie
Le taux de fer libre intracellulaire est maintenu en équilibre afin de fournir a la cellule la quantité de
fer requise et de stocker I’exces sous forme non toxique et réutilisable en cas de besoin. La ferritine est
effectivement le réservoir responsable de cette fonction de stockage et de déstockage du fer. Ces

mécanismes garantissent I’approvisionnement en fer de la cellule lorsque cela est nécessaire.

La ferritine est dégradée dans le lysosome acidifié pour 'utilisation des réserves de fer. Cependant,
dans les MEF primaires 1’autophagie joue un role dans le ciblage lysosomal de la ferritine dans des
conditions de carence en fer, mais pas en conditions normales. Ce mécanisme indépendant de
I’autophagie est absent des lignées de cellules cancéreuses (HeLL.a, MCF7, Hepal-6) ce qui joue un réle
protecteur contre la toxicité du fer suggérant une régulation différentielle de la dégradation de la ferritine
(Asano et al. 2011).

Des études protéomiques ont révélé le role spécifique du co-activateur NCOA4 (Nucléaire Récepteur
Co-activateur) (Mancias et al. 2014) pour I’acheminement de la ferritine dans la voie de la dégradation
lysosomale, récepteur initialement connu pour avoir des fonctions régulatrices sur les récepteurs
nucléaires (Kollara et Brown 2012). NCO4 intervient également dans un mécanisme d’autophagie

sélective de la ferritine, ou ferritinophagie.
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Figure 13. Mécanismes de regulation du métabolisme intracellulaire du fer. ZIP : transporteurs du
fer non lié a la transferrine (NTBI), transferrine (Tf), antigéne épithélial six trenasmembranaire de
la prostate 3 (STEAP3), transporteur du métal divalent 1 (DMTI), protéine chaperons de fer
cytosoliques (PCBPI et 2), Nucléaire récepteur Co-activateur (NCOA4). (D aprés Bogdan et al.
2016).

Le modéle murin déficient en NCOA4 a confirmé les observations in vitro de son role potentiel dans
la dégradation de la ferritine, et les conséquences globales de sa perte sur I’homéostasie systémique du
fer. Les souris déficientes en NCOA4 présentent une surcharge hépatique et splénique en fer, avec une
saturation accrue de la transferrine, et augmentation de la ferritine sérique et de I’hepcidine et une
diminution de la ferroportine duodénale. Malgré ces signes de surcharge, ces souris présentent
¢galement des signes d’anémie hypochrome microcytaire ; probablement dii a un défaut de mobilisation
du fer a partir de la ferritine et donc a une altération du processus d’érythropoie¢se. Ce phénotype est
exacerb¢ lorsque les animaux sont soumis a un régime pauvre en fer. A I’inverse, une alimentation
enrichie en fer entraine une mort prématurée en raison d’une surcharge accrue en fer au niveau du foie
avec de Iésions hépatiques. La ferritinophagie médi¢e par NCOA4 joue un role central dans I’équilibre
des niveaux de fer cellulaires et systémiques, en prévenant I’accumulation de fer dans les tissus
parenchymateux et en garantissant des quantités adéquates pour une érythropoicse efficace (Bellelli et

al. 2016).

d. Stockage mitochondrial
Dans les mitochondries, chez les mammiféres, le stockage du fer est réalisé par la ferritine

mitochondriale (MtF), qui est un homopolymére structuralement similaire a la chaine H de la ferritine
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cytolosolique. Contrairement a la ferritine cytosolique, la ferritine mitochondriale semble trés peu
exprimée, voire absente dans les tissus riches en fer tels que le foie, et la rate. Cependant, son expression
est tres €levée dans les tissus métaboliquement actifs tels que le cerveau, le pancréas, les reins, et les
testicules. Cette observation suggere qu’au-dela du stockage, cette forme de ferritine joue un role
important dans la protection contre la génération de ROS au cours de différents processus métaboliques

(Levi et Arosio 2004).

3.8. Transport intracellulaire du fer

Le fer cytosolique est véhiculé a I'intérieur des cellules pour étre utilisé, exporté ou délivré a la
ferritine pour étre stocké (Figure 13). Un modele de levure a permis de caractériser les protéines
chaperonnes du fer, Poly (rC) 1 et 2 (PCBP1, et PCB2). L’isoforme PCBP1 peut se lier au fer et faciliter
son adressage a la ferritine, ou se lier directement a la ferritine pour I’approvisionner directement en fer.
De plus, I’inhibition de la protéine PCBP1 avec des approches siRNA dans les cellules de mammiféres
a montré des défauts d’incorporation de fer dans la ferritine associés a une augmentation du pool de fer
cytosolique (Shi ef al. 2008). D’autres travaux ont montré¢ que 1’isoforme PCBP2 peut également
interagir avec le transporteur de fer DMT]1 et I’exportateur de fer ferroportine (Lane et Richardson

2014).

La majorité du fer est utilisée par les mitochondries. 1 sert a la biogenése des clusters Fer-Soufre et
a la synthése de I’héme dans la matrice, ou bien il est stocké dans la ferritine mitochondriale (MtF). Le
transport du fer dans la mitochondrie nécessite le passage des deux membranes mitochondriales, externe
(OMM) et interne (IMM). Deux voies potentielles de transit du fer du cytosol vers la membrane externe
de I’OMM ont été proposées. Le Fer, peut-étre absorbé directement grace a un potentiel membranaire
et une consommation d’énergie sous forme d’ATP pour déplacer des ions a 1’encontre de leur gradient
de concentration. Le fer peut aussi étre délivré via un mécanisme endosomal putatif « kiss and run », au
moins dans les cellules érythroides, ou le fer est délivré par la transferrine et son récepteur. Le fer libre,
généralement complexé avec des protéines cytosoliques, pourrait éventuellement étre absorbé via des
mécanismes de transfert impliquant des transporteurs.

Le passage du fer de la membrane externe & la membrane interne des mitochondries est médié par le
transporteur DMT-1, ce dernier est en effet localisé sur la membrane externe des mitochondries. Le
passage de la membrane interne IMM quant-a-lui se fait grace aux mitoferrines 1, et 2 (MFRNS5), ces
derniéres font partie de la famille des transporteurs mitochondriaux SLC25. La mitoferrine 2 est
exprimée de maniére ubiquitaire, tandis que la mitoferrine 1 est particulierement importante dans le
développement des cellules érythroides (Paradkar ef al. 2009). L’invalidation de la mitoferine Mfinl
induit la 1étalité embryonnaire chez la souris, en raison d’une maturation défectueuse des précurseurs

érythroides conduisant une anémie profonde (Shaw et al. 2006 ; Chen et al. 2009).
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3.9. Régulation du métabolisme du fer

Le trafic du fer est régulé aussi bien, au niveau systémique qu’au niveau intracellulaire, afin de
maintenir un équilibre entre les besoins propres de la cellule et les exigences de 1’organisme dans son

ensemble, tout en évitant 1’accumulation toxique du fer.

3.9.1. Régulation systémique du fer
3.9.1.1. Régulation via I’axe hepcidine — ferroprotine
L’hépcidine a été initialement identifiée chez I’homme comme peptide antimicrobien dans le
plasma (Krause ef al. 2000) et dans I’urine (Park ez al. 2001). Elle présente une ressemblance structurelle
avec la famille des défensines qui comportent quatre ponts disulfures dans leur structure tertiaire qui
sont restés conservés au cours de 1’évolution et sont retrouvés chez différentes especes (Figure 14).

L’hepcidine est fortement exprimée par les hépatocytes aussi bien chez I’homme que chez la souris. Ce

peptide tient son nom de son site principal de DTHERI IE. G HRSK GM KT
synthése : « Hep » pour hépatocytes et « cidine »
pour son activité antimicrobienne (bactéricide). Il
a été montré que I’hepcidine joue un role dans la
défense immunitaire innée de I’hote face aux
infections grace a ses propriétés antimicrobiennes,

charge cationique et caractére amphipathique

(hydrophobe et hydrophile), qui facilitent sa

capacit¢ a perforer les membranes des agents

pathogenes. Cependant, cette activit®  Figure 14. Structure de ['hepcidine. Cystéines
caracteéristiques et leurs ponts disulfures en jaune.
Segment N-terminal d’interaction avec la ferroportine
reste donc a étre prouvée in vivo (Ganz 2013). (FPN1) ombré en rose. (D’aprés Ganz 2013).

antimicrobienne n’a été déterminée qu’in vitro et

Chez I’homme, 1’hepcidine est codée par un seul géne HAMP, localisé sur le chromosome 19
en position q13.1. Chez la souris il existe deux génes homologues Hampl et Hamp?2 localisés dans la
méme région du chromosome 7, dont seul Hampl qui présente 90 % d’homologie avec la séquence
humaine récapitule la méme fonction (Pigeon et al. 2001). L’hepcidine est synthétisée sous forme
prohepcidine, précurseur de 84 acides aminés, contenant dans sa partie N-terminale un site de clivage
de type furine. Le clivage enzymatique aboutit a la forme mature et active de 25 acides aminés (Ganz et
Nemeth 2006).

L’hepcidine est produite principalement par les hépatocytes, distribuée dans le plasma et excrétée
dans I’urine. En 2001, il a ét¢ montré que 1’expression de 1’hepcidine présente une régulation a la hausse
chez les souris soumises a un régime enrichi en fer ou aprés une injection de fer par voie systémique,

premiere pierre apportée a I’¢laboration du modéle régulateur de 1’hepcidine dans le métabolisme du fer
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(Pigeon et al. 2001). 1l a été déterminé que 1’invalidation du géne de I’hepcidine chez la souris conduit
a une surcharge massive en fer avec un dépot dans le foie et autres tissus (Nicolas et al. 2001). Par
ailleurs, les souris surexprimant I’hepcidine, présentent une accumulation du fer intracellulaire et une
anémie. Ces données corroborent que I’hepcidine est un peptide hormonal qui fonctionne comme un
régulateur majeur de I’homéostasie systémique du fer. Elle joue un role hyposidérémiant en contrdlant
I’efflux de fer circulant, et ce en régulant 1’absorption intestinale, le recyclage par les macrophages et la
mobilisation hépatique du fer (Collins ef al. 2008). Le role central de I’hepcidine chez I’homme et les
rongeurs a ¢été confirmé par 1’identification de mutations impliquant soit le géne HAMP directement,
soit d’autres génes impliqués dans les voies de régulation de 1’expression de I’hepcidine, toutes
conduisant a des troubles de I’homéostasie du fer (Roetto et al. 2003).

En outre, la synthese de I’hepcidine n’est pas exclusive au foie. La sécrétion locale de 1’hepcidine a
¢été rapporté dans différents tissus dont les reins, les macrophages, I’estomac, le tissu adipeux, le cerveau,
le ceeur, et le pancréas (Deschemin et al. 2017; Malerba et Peyssonnaux 2020). Des mod¢les murins
knock-in Fpn®?*, qui code une mutation de résistance a 1’hepcidine, spécifiquement inductible, a
montré que : les tubules rénaux, les cellules cardiaques, cardiomyocytes, ou le