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L’hémochromatose de type 4 est une maladie héréditaire du métabolisme du fer. Elle est engendrée 
par des mutations du gène SLC40A1 qui code la seule protéine exportatrice de fer décrite chez les 
mammifères : la ferroportine 1.  

Au cours de ma thèse, je me suis particulièrement intéressée aux bases moléculaires de cette 
pathologie ainsi qu’aux mécanismes d’export du fer et de régulation de la ferroportine 1 par un petit 
peptide circulant nommé hepcidine.  

Dans cette partie introductive, je souhaitais tout d’abord rappeler brièvement quelques généralités 
sur le métabolisme du fer et sur la régulation cellulaire et systèmique de la ferroportine 1 avant de 
présenter la pathologie ainsi que les derniers éléments rapportés dans la littérature concernant la 
structure, le mécanisme d’export du fer et la régulation du transporteur par l’hepcidine.  

 

N.B. Par choix, et puisque n’existe pas d’autre protéine exportatrice du fer chez les mammifères, 
j’utilise l’appellation « ferroportine » (FPN) dans l’ensemble du manuscrit au lieu de l’appellation 
ferroportine 1 (FPN1) qui est utilisée par différents auteurs. 
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I- Le métabolisme du fer - Généralités 
 

a- Importance et toxicité du fer dans l’organisme 
 

Par sa capacité à passer d’un état d’oxydation à un autre en gagnant ou en perdant un électron (fer 
ferreux Fe2+ / fer ferrique Fe3+), le fer qui entre dans la composition de nombreuses métalloprotéines, 
régit une multitude de fonctions clés chez l’Homme. En tant que constituant de l’hémoglobine, le fer 
est indispensable au transport et à la distribution de l’oxygène par les globules rouges aux différents 
tissus et organes de l’organisme. Contenu dans la myoglobine, il permet le stockage et 
l’approvisionnement en oxygène des muscles. Le fer est également utilisé comme cofacteur par 
d’autres protéines : des enzymes héminiques ou non héminiques dont font partie les protéines à 
centre fer-soufre. Ces protéines sont impliquées dans différentes fonctions biologiques cruciales que 
représentent, par exemple, le métabolisme de l’oxygène (catalases, peroxydases), la respiration 
cellulaire et le transport d’électrons (cytochromes) ou bien encore la synthèse de l’ADN 
(ribonucléotide reductase) (Geissler & Singh, 2011; Ganz, 2013).  

Bien que le fer soit indispensable au bon fonctionnement de l’organisme, celui-ci peut s’avérer 
extrêmement dangereux. Ses capacités d’oxydo-réduction (fer ferreux Fe2+ / fer ferrique Fe3+) en 
conditions aérobies sont à la base de sa toxicité. Le fer libre en excès agit comme catalyseur du stress 
oxydatif via les réactions de Fenton et d’Haber-Weiss, générant de manière incontrôlée des radicaux 
hydroxyles (OH.), une espèce hautement réactive de l’oxygène (ROS – « Reactive Oxygen Species »). 

 

                  Réaction de Fenton : 
 
                 Fe2+ + O2  Fe3+ + O2 

-. 

               2O2
-. + 2H+  H2O2 + O2 

         H2O2 + Fe2+  Fe3+ + OH. + OH- 

 

       Réaction d’Haber-Weiss:  
 
    H2O2 + Fe2+  Fe3+ + OH. + OH- 

           O2
-. + Fe3+  O2 + Fe2+ 

      O2
-. + H2O2  O2 + OH- + OH. 

 
 

Les radicaux hydroxyles, en réagissant avec diverses biomolécules, peuvent entrainer de sérieux 
dommages cellulaires (mutagenèse de l’ADN, peroxydation lipidique, oxydation des protéines) (Valko 
et al, 2016). Par ailleurs, il est important de noter que la présence d’oxygène provoque une oxydation 
du fer ferreux en fer ferrique, qui, à pH physiologique est insoluble (Pantopoulos et al, 2012).  

Ainsi, l’organisme fait face à un véritable défi: approvisionner les cellules en quantités de fer suffisantes 
à leur métabolisme tout en prévenant sa toxicité en conditions aérobies.  

 

b- Répartition du fer dans l’organisme 
 

Le métabolisme du fer, qui repose sur de nombreux flux de fer entre les différents organes et tissus de 
l’organisme, se déroule presque exclusivement en circuit fermé (Figure 1). Seuls 1 à 2 mg de fer, sur 
les 3 à 5 g que compte l’organisme d’un être humain adulte, sont perdus quotidiennement par 
desquamation ou saignements (Green et al, 1968). L’absorption intestinale de fer, permise par les 
entérocytes à partir du bol alimentaire, compense quotidiennement ces pertes.  
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La grande majorité du fer (60 à 70 %) est retrouvée dans l’hémoglobine des globules rouges circulants. 
Les flux de fer les plus importants de l’organisme (20 à 25 mg par jour) se concentrent au niveau de la 
boucle de recyclage des érythrocytes sénescents. Celle-ci s’établit entre la moelle osseuse, lieu de 
l’érythropoïèse, et les macrophages de la rate et du foie qui, suite à l’érythrophagocytose des globules 
rouges sénescents, recyclent et relarguent le fer dans le compartiment sanguin. Les hépatocytes, quant 
à eux, contiennent 20 à 30 % du fer de l’organisme. Celui-ci y est mis en réserve dans la ferritine, 
protéine de stockage cytosolique. Enfin, le fer est également retrouvé, en quantités moins 
importantes, dans d’autres organes et tissus, notamment dans les muscles (myoglobine). Les échanges 
continuels de fer entre les lieux d’absorption, d’utilisation, de recyclage et de stockage sont permis par 
la transferrine qui lie et transporte cet ion métallique à travers le compartiment sanguin. L’appelation 
« apotransferrine » distingue la transferrine non chargée en fer de la forme associée au métal nommée 
« holotransferrine » (Geissler & Singh, 2011; Ganz, 2013).  

 

Figure 1 : Représentation schématique du métabolisme du fer chez l’Homme (d'après Papanikolaou & 
Pantopoulos, 2017) .  
Les flux de fer les plus importants, 20 à 25 mg par jour, sont retrouvés dans la boucle de recyclage du fer située 
entre la moelle osseuse (érythropoïèse) et la rate (macrophages recyclant le fer des globules rouges sénescents). 
Le fer est principalement stocké dans les hépatocytes. Une quantité non négligeable de fer est également 
retrouvée au niveau musculaire, liée à la myoglobine. 1 à 2 mg de fer sont perdus chaque jour (desquamation, 
saignements), mais cette perte est compensée par l’absorption de fer alimentaire à travers les entérocytes. 

 

c- Les cellules spécialisées du métabolisme du fer  
 

Le métabolisme du fer s’appuie principalement sur 4 types cellulaires : les entérocytes, les 
érythroblastes, les macrophages et les hépatocytes. Ces cellules ainsi que le compartiment sanguin 
font intervenir une multitude de protéines régissant leurs fonctions, cruciales pour l’homéostasie du 
fer. En liant ou stockant le fer sous forme ferrique Fe3+ ou en le transportant sous forme ferreuse Fe2+ 
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au travers des membranes cellulaires, ces protéines évitent que celui-ci ne se retrouve sous forme 
libre, potentiellement toxique. 
 

i. Absorption du fer alimentaire par les entérocytes  
 
Le duodénum, ainsi que le segment proximal du jéjunum, représentent la seule voie d’entrée 
physiologique du fer dans l’organisme. Les entérocytes y absorbent quotidiennement des quantités 
modestes à savoir, 1 à 2 mg sur les 13 à 18 mg de fer contenus dans le bol alimentaire journalier d’un 
homme adulte. Le métal y est retrouvé sous deux formes différentes : le fer héminique, apporté 
principalement par la viande rouge, et le fer inorganique (ou non héminique) contenu notamment 
dans les légumes et les céréales (Fuqua et al, 2012).  
 
L’absorption intestinale de ces deux formes de métal dont le taux d’assimilation diffère (la forme 
héminique étant mieux absorbée que l’inorganique), ne repose pas sur le même mécanisme de 
transport (Figure 2) (Layrisse et al, 1969) :   
 

 Le fer inorganique qui arrive dans la lumière intestinale est majoritairement sous forme oxydée 
Fe3+. Celui-ci est réduit par la ferri-reductase DCYTB (« Duodenal CYTochrome B ») en fer 
ferreux Fe2+ avant d’être importé à travers la membrane apicale des entérocytes par le 
transporteur de cations divalents DMT1 (« Divalent Metal Transporter 1 »), également appelé 
NRAMP2 ou SLC11A2 (McKie et al, 2001; Gunshin et al, 2005). 

 
 Le mécanisme de transport permettant au fer héminique de pénétrer dans les entérocytes 

n’est, quant à lui, pas encore totalement élucidé. HCP-1 (« Heme Carrier Protein 1 ») a été 
proposé comme étant un possible transporteur de l’hème, libéré au préalable des 
hémoprotéines par protéolyse dans le tractus digestif (Conrad et al, 1967; Shayeghi et al, 
2005). Cependant, Qiu et collaborateurs ont observé qu’HCP-1 transporte les folates avec une 
meilleure affinité que l’hème et qu’une mutation perte de fonction de ce transporteur entraine 
un déficit héréditaire en folates (Qiu et al, 2006). Ces travaux suggérent qu’il existe une (d’) 
autre(s) voie(s) d’entrée de l’hème dans les entérocytes (Qiu et al, 2006) qui n’ont pas 
clairement été identifiées à ce jour (Wang & Babitt, 2019; Camaschella et al, 2020). Arrivé dans 
le cytoplasme, l’hème est catabolisé par l’hème oxygénase-1 (HO-1) (Kappas et al, 1993). 

 
Le fer libéré de l’hème va, au même titre que le fer inorganique importé par DMT1, servir au 
métabolisme de la cellule (notamment en étant utilisé pour la synthèse des groupements 
prosthétiques martiaux dans la mitochondrie) et/ou être mis en réserve dans la ferritine (ce pool de 
fer pourra être perdu par desquamation des entérocytes) et/ou être exporté dans le compartiment 
sanguin selon les besoins en fer de l’organisme. Pour cette dernière action, le fer ferreux Fe2+ va être 
transporté à travers la membrane basolatérale de l’entérocyte par le seul exportateur de fer connu 
chez les mammifères, la ferroportine (Donovan et al, 2005). Ce transport sera couplé à l’oxydation du 
fer ferreux Fe2+ en fer ferrique Fe3+ par l’héphaestine, ferroxidase exprimée à la membrane des 
entérocytes. L’observation d’une accumulation de fer dans les entérocytes de souris possédant une 
délétion partielle du gène codant cette ferroxidase, souligne la nécessité de cette dernière étape pour 
l’export du fer dans le compartiment sanguin (Vulpe et al, 1999). 
 
Une fois oxydé, le fer va pouvoir être pris en charge dans le sang par la transferrine. Cette glycoprotéine 
produite majoritairement par le foie possède deux lobes homologues N et C-terminaux, tous deux en 
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capacité de lier un atome de fer Fe3+ (Jeffrey et al, 1998). La transferrine, en transportant le fer dans le 
compartiment sanguin à travers tout l’organisme, va approvisionner les différents tissus et organes en 
fer. 
 
 

 

 

Figure 2 : Absorption du fer alimentaire par les entérocytes. 
Le fer inorganique du bol alimentaire, majoritairement sous forme Fe3+, est réduit en fer ferreux Fe2+ par la 
ferrireductase DCYTB (« Duodenal CYTochrome B ») avant d’être importé à travers la membrane apicale de 
l’entérocyte par DMT1 (« Divalent Metal Transporter 1 »). Le fer héminique pénètre sous forme d’hème dans 
l’entérocyte via un mécanisme de transport qui n’est pas encore élucidé. Dans la cellule, le fer est libéré de 
l’hème sous l’action de l’hème oxygénase-1 (HO-1). L’ensemble du fer importé va être utilisé pour le métabolisme 
de l’entérocyte et/ou être stocké dans la ferritine et/ou être exporté dans le compartiment sanguin par la 
ferroportine. Une fois exporté à travers la membrane basolatérale de l’entérocyte, le fer ferreux Fe2+ va être 
oxydé en fer ferrique Fe3+ par l’héphaestine avant d’être pris en charge dans le compartiment sanguin par la 
transferrine.  
 

ii. Synthèse des érythrocytes dans la moelle osseuse 
 

Deux cents milliards de globules rouges sont produits quotidiennement dans la moelle osseuse. Pour 
ce faire, 20 à 25 mg de fer sont nécessaires. L’holotransferrine apporte la quasi-totalité du fer qui est 
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incorporé par les cellules érythroïdes pour la synthèse de l’hémoglobine via le cycle de la transferrine, 
un mécanisme également utilisé par les autres types cellulaires de l’organisme (Figure 3).  

Le récepteur TfR1 (« Transferrin Receptor 1 »), également appelé CD71, va tout d’abord lier avec une 
haute affinité l’holotransferrine circulante (constante de dissociation ≈ 10-9 M à pH 7,4) à la surface 
des cellules érythroïdes, ce qui va entrainer l’endocytose clathrine-dépendante de l’ensemble du 
complexe par ces cellules (Kleven et al, 2018). Le fer va ensuite être libéré de la transferrine en réponse 
à l’acidification des endosomes (pH 5,5), médiée par des pompes à protons ATP-dépendantes (van 
Renswoude et al, 1982; Paterson et al, 1984). Le fer ferrique Fe3+ nouvellement dissocié va être réduit 
en fer ferreux Fe2+ par la ferrireductase STEAP3 (« Six-Transmembrane Epithelial Antigen of Prostate 
3 ») avant d’être transporté à travers la membrane endosomale vers le cytosol par DMT1 (Ohgami et 
al, 2005; Fleming et al, 1998; Su et al, 1998). Enfin, l’apotransferrine (transferrine sans fer) ainsi que le 
récepteur TfR1 vont être redirigés vers la surface des cellules où ils vont se dissocier sous l’effet du pH 
extracellulaire plus élevé (pH 7,4) (Dautry-Varsat et al, 1983). Ces deux acteurs protéiques, et 
notamment le récepteur TfR1, vont pouvoir être réutilisés dans ce cycle de la transferrine afin que la 
cellule érythroïde acquière la quantité de fer qui lui est nécessaire.  

Le fer, transporté dans le cytosol par DMT1, va majoritairement être importé dans la mitochondrie par 
un transporteur nommé mitoferrine 1, associé à la protéine ABCB10 (« ATP-Binding Cassette sub-
family B member 10 ») (Shaw et al, 2006; Chen et al, 2009). Dans l’organite, le métal va être utilisé 
pour la synthèse des protéines à centre fer-soufre mais aussi et surtout pour la formation de l’hème 
via son insertion dans la protoporphyrine IX grâce à l’intervention de la ferrochelatase FECH (Chen et 
al, 2010). L’hème ainsi obtenu sera ensuite exporté par l’isoforme 1b de FLVCR (« Feline Leukemia 
Virus subgroup C cellular Receptor ») dans le cytosol où il sera intégré à la globine pour former 
l’hémoglobine (Chiabrando et al, 2012).  

Par ailleurs, il a été observé que les cellules érythroïdes, qui engrangent de grandes quantités de fer 
pour la synthèse de l’hémoglobine, expriment la ferroportine (Cianetti et al, 2005; Zhang et al, 2009, 
2018b, 2018a). En 2018, Zhang et collaborateurs ont rapporté que l’expression du transporteur dans 
ces cellules était critique pour l’homéostasie systémique du fer. Ils ont notamment observé que le taux 
de fer circulant diminuait de 20 % chez des souris invalidées pour le gène Slc40a1 au niveau 
érythroblastique (Zhang et al, 2018a). Ils ont également montré que la ferroportine, en exportant le 
fer libre provenant de l’auto-oxydation de l’hémoglobine, « protégeait » les globules rouges contre le 
stress oxydatif (Zhang et al, 2018b, 2018a).  
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Figure 3 : Acquisition et utilisation du fer par les cellules érythroïdes. 
L’holotransferrine représente la principale source de fer des cellules érythroïdes. Celle-ci se lie à son récepteur 
TfR1 (« Transferrin Receptor 1 ») ce qui entraine l’endocytose du complexe. Dans les endosomes, le fer est libéré 
de la transferrine grâce à l’acidification du pH engendrée par les pompes à protons. Le fer ferrique Fe3+ est ensuite 
réduit en fer ferreux Fe2+ par STEAP3 (« Six-Transmembrane Epithelial Antigen of Prostate 3 ») avant d’être 
transporté vers le cytosol par DMT1 (« Divalent Metal Transporter 1 »). TfR1 et l’apotransferrine vont être 
redirigés vers la surface de la cellule pour y être recyclés. Le fer transporté dans le cytosol va quant à lui être 
stocké dans la ferritine et/ou exporté dans le compartiment sanguin par la ferroportine et/ou transporté dans la 
mitochondrie par la mitoferrine, transporteur stabilisé par ABCB10 (« ATP-Binding Cassette sub-family B member 
10 »). La ferrochelatase FECH va y incorporer le fer dans la protoporphyrine IX. L’hème ainsi obtenu va être 
transporté vers le cytosol par l’isoforme 1b de FLVCR (« Feline Leukemia Virus subgroup C cellular Receptor ») 
où il va être intégré dans la globine pour former l’hémoglobine.  
 

iii. Recyclage du fer des globules rouges sénescents par les macrophages  
 

Une fois libéré dans la circulation sanguine, le globule rouge a une durée de vie comprise entre 70 et 
140 jours (Franco, 2012). En « vieillissant », les érythrocytes vont accumuler différents signaux et/ou 
défauts membranaires conduisant à leur reconnaissance et à leur clairance par les macrophages de la 
pulpe rouge de la rate et les cellules de Kupffer (macrophages du foie) (Figure 4). Une rigidification de 
la membrane, la modification de la glycoprotéine membranaire bande 3, l’externalisation de la 
phosphatidylserine (PS) ou encore le changement conformationnel de CD47 (« Cluster of 
Differentiation 47 ») sont autant de paramètres qui ont été observés au niveau des globules rouges 
sénescents comme pouvant conduire à leur reconnaissance et leur phagocytose (Schroit et al, 1985; 
Lutz et al, 1987; Burger et al, 2012; Klei et al, 2017).  
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Les globules rouges phagocytés par les macrophages vont se retrouver dans des phagosomes qui vont 
fusionner progressivement avec des endosomes précoces, tardifs puis des lysosomes afin de former in 
fine, des phagolysosomes (Tjelle et al, 2000; Beaumont & Canonne-Hergaux, 2005). Exposés à des 
enzymes hydrolytiques et à des espèces réactives de l’oxygène notamment, les érythrocytes vont y 
être dégradés et l’hème va être libéré de l’hémoglobine. Ce dernier va être transporté vers le cytosol 
par le transporteur d’hème HRG1 (« Heme-Responsive Gene-1 ») où le fer va en être libéré sous 
l’action de l’hème oxygénase-1 (HO-1) (White et al, 2013; Poss & Tonegawa, 1997; Kovtunovych et al, 
2010; Delaby et al, 2012).  

Bien que le fer pénètre majoritairement dans les macrophages par le biais d’une érythrophagocytose, 
ces cellules sont aussi en capacité d’absorber de l’hémoglobine ou de l’hème. Complexés 
respectivement à l’haptoglobine et l’hémopexine, ils seront internalisés via les récepteurs 
membranaires CD163 et CD91 (Figure 4) (Kristiansen et al, 2001; Hvidberg et al, 2005).  

Le pool de fer cytoplasmique obtenu sera utilisé par la cellule, stocké dans la ferritine et/ou exporté 
vers le compartiment sanguin par la ferroportine. La céruloplasmine assure ici l’oxydation du fer 
ferreux Fe2+ transporté, en fer ferrique Fe3+ afin que celui-ci soit pris en charge par la transferrine 
(Harris et al, 1999).  

 

Figure 4 : Recyclage du fer des globules rouges sénescents par les macrophages. 
Les globules rouges sénescents phagocytés par les macrophages vont être dégradés dans les phagolysosomes. 
L’hème ainsi libéré va être transporté vers le cytosol par HRG1 (« Heme-Responsive Gene-1 ») où il va être 
catabolisé par l’hème oxygénase-1 (HO-1). Le fer obtenu va être utilisé pour le métabolisme de la cellule et/ou 
stocké dans la ferritine et/ou exporté dans la circulation sanguine par la ferroportine. Le fer exporté sera oxydé 
par la céruloplasmine circulante en fer ferrique Fe3+ afin d’être pris en charge par la transferrine. Les 
macrophages sont également en capacité d’internaliser l’hème complexé à l’hémopexine et l’hémoglobine 
complexée à l’haptoglobine, respectivement via les récepteurs CD91 et CD163.  
 



22 
 

iv. Stockage du fer par les hépatocytes 
 

La fraction de fer plasmatique qui ne répond pas aux besoins immédiats de l’organisme est 
principalement mise en réserve dans les hépatocytes (Figure 5). En le stockant dans la ferritine, ces 
cellules préviennent les effets potentiellement toxiques que pourrait avoir le surplus de fer libre. Ces 
réserves de métal restent mobilisables par l’organisme en cas de besoin. Il est important de souligner 
ici que ce processus de stockage constitue la première fonction essentielle du foie dans le métabolisme 
du fer. 

Le fer en excès va pénétrer dans les hépatocytes par trois voies principales. En condition physiologique, 
le fer lié à la transferrine va constituer la majeure source de métal pour ces cellules. En exprimant le 
récepteur membranaire CD91, les hépatocytes sont également en mesure d’internaliser l’hème lié à 
l’hémopexine (Hvidberg et al, 2005). Lors de certaines surcharges en fer de l’organisme, comme dans 
le cas d’une hémochromatose par exemple, les quantités de fer plasmatique augmentent et avec elles, 
le coefficient de saturation de la transferrine. Au dessus de 45 %, une forme libre de fer s’accumule: le 
fer non lié à la transferrine ou NTBI (« Non-Transferrin-Bound Iron ») (Brissot et al, 2018). Ce fer 
« libre » va principalement être absorbé par les hépatocytes. Des expériences de surexpression et 
d’ARN interférence en lignées cellulaires ont révélé l’importance du transporteur ZIP14 (« ZRT/IRT-like 
Protein 14 ») encore nommé SLC39A14 (« Solute Carrier Family 39 member 14 ») dans ce processus 
(Liuzzi et al, 2006).  

Si le pool de fer labile Fe2+ obtenu n’est pas utilisé par la cellule ou exporté dans le compartiment 
sanguin par la ferroportine, celui-ci va être acheminé vers la ferritine pour y être stocké. Les protéines 
chaperonnes PCBPs (« Poly(rC)-Binding Proteins »), cruciales pour la prise en charge et le transport du 
fer cytosolique entre les différents acteurs protéiques, seraient impliquées dans cet 
approvisionnement en fer de la ferritine (notamment PCBP1 et 2) que ce soit dans les hépatocytes 
mais aussi dans les différents types cellulaires précedemment présentés (Shi et al, 2008; Leidgens et 
al, 2013).  

La ferritine est un hétéropolymère constitué de 24 sous-unités de chaines lourdes H (« Heavy ») et de 
chaines légères L (« Light »), codées respectivement par les gènes FTH et FTL. Les chaines lourdes H 
oxydent le fer ferreux Fe2+, potentiellement apporté par les protéines PCBPs, en fer ferrique Fe3+ tandis 
que les chaines légères L sont impliquées dans la formation du noyau d’hydroxy-phosphate ferrique. 
Sous cette forme, la ferritine est en capacité de stocker jusqu’à 4500 atomes de fer à l’intérieur de sa 
sphère creuse (Harrison & Arosio, 1996). Cette réserve peut être remise à disposition de la cellule et 
de l’organisme en cas de déficit en fer notamment grâce à un processus appelé « ferritinophagie ». Le 
faible taux de fer intracellulaire va diminuer l’interaction qui dépend de cet ion métallique, entre la 
protéine cargo NCOA4 (« Nuclear receptor CO-Activator 4 ») et l’ubiquitine ligase E3 HERC2. La 
protéine NCO4A, moins dégradée, va s’accumuler dans la cellule. En intéragissant directement avec 
les chaines lourdes de la ferritine, cette protéine cargo va conduire la protéine de stockage vers une 
structure de type autophagosome. Suite à la fusion autophagosome-lysosome, la ferritine va être 
dégradée et le fer qu’elle contenait, libéré (Mancias et al, 2014; Dowdle et al, 2014; Mancias et al, 
2015). 

Si la capacité de stockage de la ferritine est dépassée par les quantités de fer entrant dans la cellule, le 
métal libre, en s’accumulant, peut engendrer de graves dommages hépatiques. En générant différents 
modèles murins « knock-out », Jenkitkasemwong et collaborateurs, ont souligné le rôle extrémement 
critique que jouait le transporteur ZIP14 dans ce type de complications. Les auteurs ont en effet 
observé que les souris double « knock-out » Hfe-/-/Zip14-/- ou Hjv-/-/Zip14-/- accumulaient beaucoup 
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moins de fer dans leurs hépatocytes que les souris simple « knock-out » Hfe ou Hjv, modèles murins 
respectifs de l’hémochromatose de type 1 et de type 2A (voir partie III de l’introduction) 
(Jenkitkasemwong et al, 2015). 

 

 

Figure 5 : Stockage du fer en excès par les hépatocytes. 
L’holotransferrine représente la principale source de fer des hépatocytes en condition physiologique. Ces cellules 
peuvent également internaliser l’hème lié à l’hémopexine grâce au récepteur CD91 qu’elles expriment. Le fer 
résultant va être utilisé pour le métabolisme de la cellule et/ou stocké dans la ferritine et/ou exporté dans la 
circulation sanguine par la ferroportine. Le fer exporté sera oxydé par la céruloplasmine circulante en fer ferrique 
Fe3+ afin d’être pris en charge par la transferrine. Lors d’une surcharge en fer, les hépatocytes vont 
particulièrement être ciblés par le fer non lié à la transferrine (NTBI- « Non-Transferrin-Bound Iron »). Par le biais 
du transporteur ZIP14 (« ZRT/IRT-like Protein 14 »), particulièrement exprimé dans ce type cellulaire, le NTBI va 
dangereusement s’accumuler dans les hépatocytes. Cette entrée de fer incontrôlée va potentiellement générer 
des espèces réactives de l’oxygène (ROS) pouvant engendrer de graves dommages cellulaires.   
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II- Régulation cellulaire et systémique de la ferroportine 
 

a- Mise en évidence du rôle de la ferroportine 
 

La ferroportine représente l’unique voie de sortie du fer intracellulaire vers le compartiment sanguin 
chez les mammifères. Ce transporteur (code Uniprot Q9NP59), également appelé SLC40A1 (« Solute 
Carrier Family 40 member 1 »), IREG1 (« Iron-REgulated Gene 1 ») ou MTP1 (« Metal Transporter 
Protein 1 »), est codé par le gène SLC40A1 situé sur le chromosome 2 en position q32. Trois équipes 
différentes l’ont identifié simultanément en 2000, en utilisant des approches différentes (Donovan et 
al, 2000; Abboud & Haile, 2000; McKie et al, 2000) : 

 Donovan et collaborateurs ont révélé l’existence de la ferroportine grâce à une stratégie de 
clonage positionnel visant à identifier le gène responsable de l’anémie hypochrome du 
zebrafish mutant « weissherbst » (Donovan et al, 2000).  

 Abboud et Haile ont, quant à eux, identifié le transporteur en recherchant de nouveaux gènes 
impliqués dans le métabolisme du fer via la construction d’une librairie d’ARN messagers 
porteurs du motif IRE (« Iron Responsive Element ») (Abboud & Haile, 2000). Le système 
IRE/IRP (« Iron Regulatory Protein ») régule l’expression post-transcriptionnelle de 
nombreuses protéines intervenant dans le métabolisme du fer en fonction de la concentration 
intracellulaire du métal (Anderson et al, 2012).  

 Enfin, McKie et collaborateurs, en utilisant une stratégie de clonage soustractif, ont également 
isolé et caractérisé le gène codant la ferroportine. Pour cela, ils ont soustrait les ADN 
complémentaires d’une souris hypotransferrinémique hétérozygote à ceux d’une souris 
hypotransferrinémique homozygote présentant une plus forte expression des gènes impliqués 
dans l’absorption intestinale de fer (McKie et al, 2000).  

La fonction de la ferroportine a été confirmée par des mesures d’export de fer radiomarqué à partir 
d’oocytes de xénopes dans lesquels de l’ARN codant la ferroportine avait été injecté, d’une part, et par 
l’observation d’une déplétion en fer de la lignée cellulaire embryonnaire de rein humaine HEK293T 
surexprimant le transporteur, d’autre part (Donovan et al, 2000; Abboud & Haile, 2000; McKie et al, 
2000). 

En utilisant des techniques tels que le northern blot, l’hybridation in situ, l’immunohistochimie ou bien 
encore le western blot, ces mêmes équipes ont étudié l’expression de la ferroportine dans différents 
tissus murins et humains. Ces expériences ont mis en évidence que la ferroportine était principalement 
exprimée à la membrane basolatérale des entérocytes, à la membrane des macrophages de la rate et 
du foie (cellules de Kupffer), des hépatocytes et des cellules du syncytiotrophoblaste (un des tissus qui 
composent le placenta). Ainsi la ferroportine permet respectivement, l’absorption intestinale de fer, 
la mise à disposition dans la circulation sanguine du fer issu du catabolisme des globules rouges 
sénescents et du fer de réserve, mais aussi l’apport de fer maternel au fœtus (Donovan et al, 2000; 
Abboud & Haile, 2000; McKie et al, 2000).  

Par la suite, Donovan et collaborateurs ont souligné l’importance physiologique de la ferroportine pour 
l’homéostasie du fer en périodes pré et post-natales. Ces auteurs ont en effet montré que l’inactivation 
totale du gène codant la ferroportine entrainait la mort in utero des animaux. Cette mortalité 
embryonnaire a directement été reliée à un défaut de transport, par les cellules épithéliales de 
l’endoderme viscéral extra-embryonnaire, du fer maternel vers l’embryon; une forte expression de la 
ferroportine ayant été observée dans ces cellules chez les animaux « Wild-Type » (Donovan et al, 
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2005). En revanche, les souris pour lesquelles la ferroportine a été inactivée totalement, excepté dans 
les cellules épithéliales de l’endoderme viscéral extra-embryonnaire et dans les cellules du placenta, 
sont nées vivantes. Ces animaux ont, malgré tout, rapidement présenté une anémie et un retard de 
croissance. Cette anémie a été associée à d’importants dépôts de fer dans les entérocytes, les 
hépatocytes et les macrophages de la rate et du foie (Donovan et al, 2005).  

Ensemble, ces travaux ont souligné le rôle crucial que jouait la ferroportine dans les cellules 
spécialisées du métabolisme du fer. Son importance a, par ailleurs, été rapportée dans d’autres types 
cellulaires. Par exemple, la délétion spécifique du transporteur dans les cardiomyocytes de souris a 
révélé que la ferroportine protégeait ces cellules d’une accumulation possiblement toxique de fer 
pouvant conduire au développement de complications cardiaques (Lakhal-Littleton et al, 2015). 
D’autre part, la ferroportine a été observée comme étant particulièrement exprimée dans le cerveau, 
organe au sein duquel, une dérégulation de l’homéostasie du fer a déjà été associée au développement 
de maladies neurodégénératives telles qu’Alzheimer ou Parkinson. La ferroportine pourrait jouer un 
rôle critique dans le développement de ce type de pathologies, rôle qui reste, cependant, encore à 
définir (Raha et al, 2013; Lu et al, 2017; Baumann et al, 2019).   

 

b- Régulation cellulaire de l’expression de la ferroportine   
 

L’expression de la ferroportine est finement régulée au niveau transcriptionnel et post-
transcriptionnel. Ces différents niveaux de régulations font intervenir des mécanismes variés, eux-
mêmes induits par divers stimuli pouvant différer en fonction du type cellulaire concerné. Des 
différences notables dans les voies de régulation de l’expression de la ferroportine ont notamment été 
rapportées entre les macrophages, cellules impliquées dans le recyclage des globules rouges 
sénescents, et les entérocytes, cellules responsables de l’absorption intestinale du fer (Drakesmith et 
al, 2015).  

 

i. Dans les macrophages 
 

Différents travaux, menés à partir de la lignée macrophagique de souris J774 ou de cultures primaires 
de macrophages murins, ont montré que la transcription du gène Slc40a1 codant la ferroportine, 
augmentait quelques heures seulement après l’érythrophagocytose dans ces cellules (Knutson et al, 
2003; Delaby et al, 2005b). Des analyses complémentaires ont révélé que l’hème, issu du catabolisme 
des globules rouges sénescents, était directement impliqué dans ce processus de régulation 
transcriptionnelle (Delaby et al, 2008; Marro et al, 2010). L’hème inhiberait d’une part, l’enzyme 
Keap1, ce qui conduirait à une accumulation du facteur de transcription Nrf2, et d’autre part, 
inactiverait le répresseur transcriptionnel Bach1. Nrf2 lierait alors, préférentiellement à Bach1, la 
séquence ARE/MARE (« Antioxidant Response Elements »/ « Maf Recognition Elements »), localisée 
dans le promoteur distal (7007 pb en amont du point +1 de transcription) du gène Slc40a1, augmentant 
ainsi sa transcription (Marro et al, 2010; Harada et al, 2011).  

Lorsqu’une infection se déclare, une régulation transcriptionnelle de la ferroportine peut être 
observée au niveau macrophagique. Des expériences, réalisées chez la souris ou à partir de la lignée 
monocytaire humaine THP-1 notamment, ont montré que la stimulation des récepteurs TLR (« Toll Like 
Receptors ») 1, 2 et 6 par des lipopeptides bactériens, pouvait engendrer une chute drastique de la 
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transcription du gène SLC40A1 (Guida et al, 2015; Abreu et al, 2018). Cette modulation 
transcriptionnelle, dont le(s) mécanisme(s) associés ne sont pas encore totalement compris, pourrait 
favoriser ou pénaliser l’accès des pathogènes intra- ou extracellulaires au fer macrophagique (Guida 
et al, 2015; Willemetz et al, 2017).   

 

Le fer issu de l’érythrophagocytose va également réguler post-transcriptionnellement l’expression de 
la ferroportine et ce, via le système IRE/IRP. Le transcrit de la ferroportine majoritairement exprimé 
dans les macrophages (isoforme 1a) contient, dans sa région 5’UTR (« UnTranslated Region ») une 
structure en tige boucle appelée « séquence IRE » (« Iron Responsive Element »). Lorsque le taux de 
fer intracellulaire est faible, les protéines IRP (« Iron Regulatory Protein ») s’y lient ce qui diminue la 
traduction du transporteur. En revanche, quand le taux de fer intracellulaire augmente, la protéine 
IRP1 va subir un changement conformationnel conséquent à la formation d’un complexe fer-soufre ce 
qui l’empêchera de lier la séquence IRE. La protéine IRP2, quant à elle, va être ubiquitinée et dégradée 
par le protéasome (Anderson et al, 2012). La synthèse de la ferroportine sera alors augmentée 
(Lymboussaki et al, 2003).  

 

ii. Dans les entérocytes 
 

Dans les entérocytes, la transcription de la ferroportine est principalement gouvernée par l’hypoxie et 
le déficit en fer (Mastrogiannaki et al, 2009; Anderson et al, 2013; Taylor et al, 2011). Cette régulation 
repose sur un mécanisme plus général d’inductions transcriptionnelles médié par les facteurs de 
transcription HIFs (« Hypoxia-Inducible Factor »). Ce mécanisme utilisé par les cellules pour faire face 
à un manque d’oxygène, a été révélé par les travaux de Gregg L. Semenza, Peter J. Ratcliffe et William 
G. Kaelin qui leur ont valu le prix Nobel de médecine en 2019 (Semenza et al, 1991; Wang et al, 1995; 
Maxwell et al, 1999; Ivan et al, 2001; Jaakkola et al, 2001).  
Les facteurs de transcription HIFs sont stabilisés par un manque d’oxygène et un déficit en fer. Ces 
derniers ne sont en effet plus hydroxylés par les enzymes PHD (« Prolyl-HyDroxylases »), dont l’activité 
dépend de l’oxygène et du fer, ce qui les préserve d’une dégradation protéasomale. Parmi ces facteurs 
de transcription, Hif2α a été identifié comme critique pour l’induction transcriptionnelle du gène 
Slc40a1 grâce à l’établissement de modèles murins invalidés au niveau intestinal pour le gène Hif2a 
(Mastrogiannaki et al, 2009; Anderson et al, 2013; Taylor et al, 2011). Des expériences 
d’immunoprécipitation de la chromatine ont notamment montré que ce facteur de transcription, qui 
forme un hétérodimère avec l’ARNT (« Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator »), venait se 
fixer au niveau des séquences HRE (« HIF Response Elements ») du promoteur du gène Slc40a1, 
augmentant ainsi sa transcription (Taylor et al, 2011). L’élévation de l’absorption intestinale de fer qui 
s’ensuit permet de contrebalancer l’hypoxie et/ou le déficit en fer de l’organisme. 
 

En 2009, Zhang et collaborateurs ont révélé l’existence d’un transcrit alternatif de la ferroportine dans 
les entérocytes. Ce second isoforme (1b), observé à hauteur de 20 % des transcrits totaux du gène 
Slc40a1 dans le duodénum, se distingue de l’isoforme 1a par l’absence de séquence IRE dans sa région 
5’UTR. Il est ainsi insensible à la répression post-transcriptionnelle opérée par le système IRE/IRP lors 
d’un déficit en fer. Cet isoforme permet de maintenir l’absorption intestinale de fer nécessaire aux 
besoins de l’organisme lorsque les entérocytes présentent un faible taux de fer intracellulaire, reflet 
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d’une carence martiale systémique et/ou d’une faible quantité de métal contenue dans le bol 
alimentaire (Zhang et al, 2009).  

Il est important de souligner que les cellules érythroïdes expriment également l’isoforme 1b de 
manière importante (environ 60 % des transcrits Slc40a1 dans ces cellules) (Cianetti et al, 2005; Zhang 
et al, 2009). Ce transcrit sous-tenderait le rôle « altruiste » attribué aux érythroblastes, qui dans le cas 
d’un déficit en fer systémique, redistribueraient une part du métal acquis pour l’érythropoïèse afin de 
préserver les cellules particulièrement sensibles au manque de fer (neurones, cardiomyocytes…) 
(Zhang et al, 2018a; Drakesmith et al, 2015). 

 

iii. Régulation post-transcriptionnelle de la ferroportine par les petits 
ARN non codants 

 

Que ce soit dans les macrophages ou dans les entérocytes, un autre type de régulation post-
transcriptionnelle semble se mettre en place lors d’un déficit en fer. Il a en effet été remarqué que 
l’expression du micro-ARN 485-3p augmentait dans les macrophages primaires humains déplétés en 
fer. Sangokoya et collaborateurs ont montré que ce micro-ARN diminuait la traduction de la 
ferroportine en s’hybridant au niveau de la région 3’UTR de son ARNm (Sangokoya et al, 2013). Le miR-
20a, le miR-20b et le miR-194-5p, respectivement observés comme diminuant l’expression de la 
ferroportine dans des cellules cancéreuses pulmonaires, dans les entérocytes ou dans des cellules 
cancéreuses ovariennes, pourraient également participer à ce mécanisme qui contribuerait, avec le 
système IRE/IRP, à préserver le stock de fer intracellulaire, indispensable au métabolisme des cellules 
(Babu & Muckenthaler, 2016; Jiang et al, 2019; Wu et al, 2020).  
La rétention de fer intracellulaire induite par ce mécanisme pourrait conférer un avantage aux cellules 
cancéreuses en favorisant leur prolifération (Babu & Muckenthaler, 2016).  
 
 

c-  Régulation systémique de la ferroportine par l’hepcidine  
 

Jusqu’à il y a peu, il était très difficile d’obtenir des structures expérimentales de protéines 
membranaires eucaryotes. Composée de 571 acides aminés et de plusieurs hélices 
transmembranaires, la ferroportine humaine n’a pas échappé aux difficultés habituellement 
rencontrées. 

Entre 2005 et 2014, différents travaux ont permis de démontrer l’appartenance de la ferroportine à la 
grande famille des transporteurs actifs secondaires MFS («Major Facilitator Family ») (Liu et al, 2005; 
Wallace et al, 2010; Le Gac et al, 2013; Bonaccorsi di Patti et al, 2014). Ces travaux ont conduit à 
l’élaboration des premiers modèles tridimensionnels (3D) de la ferroportine humaine, sur la base de 
structures expérimentales de transporteurs MFS bactériens. Ils ont été à l’origine d’une meilleure 
compréhension de l’organisation de la ferroportine dans la bicouche lipidique, d’une part, et, 
notamment, des bases moléculaires du mécanisme de régulation négative médié par l’hepcidine 
circulante, d’autre part (Nemeth et al, 2004b; Fernandes et al, 2009; Ross et al, 2012; Qiao et al, 2012). 

L’apport de structures expérimentales de la ferroportine, dérivées d’un homologue bactérien 
(Taniguchi et al, 2015; Deshpande et al, 2018) et, très récemment, de la protéine humaine, grâce aux 
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progrès spectaculaires de la cryomicrosopie électronique (Billesbølle et al, 2020), sont décrits et 
commentés dans la dernière partie de l’introduction. 

 

i.  Généralités sur les protéines MFS 
 

Les protéines MFS sont observées chez tous les êtres vivants. Plus de 100 transporteurs MFS ont été 
identifiés chez l’Homme. Ils sont impliqués dans différentes fonctions (transport de nutriments, de 
métabolites, clairance hépatique, rénale…) en permettant le passage de substrats très variés (ions, 
acides aminés, peptides…) à travers les membranes cellulaires (Yan, 2013, 2015; Quistgaard et al, 
2016).  

Malgré une faible identité de séquence, les protéines MFS partagent une même organisation et un 
même repliement structural. Ces dernières sont constituées de 12 hélices transmembranaires (TM) 
organisées en deux domaines pseudo-symétriques : le lobe N-ter (TM1-TM6) et le lobe C-ter (TM7-12). 
Chaque domaine contient deux répétitions inversées de trois hélices : lobe N-ter (TM1-3 et TM 4-6) et 
lobe C-ter (TM7-9 et TM10-12) (Figure 6).  

 

 

 

Figure 6 : Repliement des transporteurs MFS (d'après Vishwakarma et al, 2018).  
Les protéines MFS possèdent 12 hélices transmembranaires réparties en deux lobes pseudo-symétriques N 
(TM1-6) et C-ter (TM7-12). Chaque lobe contient 2 répétitions inversées de trois hélices : lobe N-ter (TM1-3 et 
TM 4-6) et lobe C-ter (TM7-9 et TM10-12). Ici représenté, le modèle « inward-facing » (structure ouverte vers 
l’intérieur de la cellule) du transporteur MFS bactérien du glycerol-3-phosphate (GlpT) repris des structures 
publiées par Huang et collaborateurs en 2003 (PDB 1PW4) (Huang et al, 2003). 
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Cette organisation générale particulière est à la base d’un mécanisme de transport comparable des 
différents substrats. Un premier modèle, dit « d’accès alternatif », a été déduit des travaux publiés par 
Oleg Jardetzky en 1966. Dans ce modèle, les conformations extrêmes « inward- » et « outward-facing » 
(protéine ouverte vers l’intérieur ou vers l’extérieur de la cellule respectivement) se succèdent, 
permettant au substrat d’accéder à son site de liaison, situé au centre de la protéine à l’interface des 
deux lobes, avant d’être libéré de l’autre côté de la membrane (Jardetzky, 1966) (Figure 7). L’existence 
de ces changements conformationnels a été révélée par la cristallisation de transporteurs MFS dans 
ces deux conformations extrêmes mais également par d’autres types d’expériences de type smFRET 
(« single-molecule Fluorescence Resonance Energy Transfer »), « cross-linking » ou DEER (« Double 
Electron-Electron Resonance ») par exemple (Majumdar et al, 2007; Smirnova et al, 2007; Zhou et al, 
2008; Kumar et al, 2014; Taniguchi et al, 2015). Par ces techniques, la dynamique de rapprochements 
et d’écartements entre les extrémités des deux lobes du transporteur MFS bactérien LacY, au cours de 
son cycle de transport, a pu être particulièrement étudiée (Majumdar et al, 2007; Smirnova et al, 2007; 
Zhou et al, 2008; Quistgaard et al, 2016). Une conformation transitoire, dite « occluded », où le 
substrat est confiné dans son site de liaision, est aussi généralement décrite (Figure 7) (Quistgaard et 
al, 2016).      

 

 

Figure 7 : Modèle de transport, dit d’ « alternating access », utilisé par les protéines MFS pour transporter leurs 
substrats à travers les membranes cellulaires. 
Les transporteurs MFS présentent alternativement une conformation « outward-facing » (ouverte vers 
l’extérieur de la cellule) et « inward-facing » (ouverte vers l’intérieur de la cellule) pour permettre au substrat 
d’accéder à son site de liaison localisé au centre de la protéine, ou à celui-ci d’être libéré de l’autre côté de la 
membrane. Au cours du cycle de transport, la conformation « occluded » séquestre le substrat dans son site de 
liaison.   
 

Hormis la liaison du substrat, la liaison d’un co-facteur peut être nécessaire à l’induction des 
changements conformationnels opérés par les protéines MFS (Majumdar et al, 2007; Smirnova et al, 
2007; Jiang et al, 2013). On distingue ainsi les uniporteurs qui transportent un substrat dans le sens de 
son gradient de concentration, des symporteurs et des antiporteurs qui tirent profit de l’énergie 
générée par le transport d’un co-facteur pour transporter le substrat dans un sens identique ou opposé 
respectivement (Yan, 2015).  
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ii. Premiers modèles de la structure tridimensionnelle de la ferroportine 
humaine 

 

En 2005, sur la base d’une approche combinant prédictions in silico et données expérimentales, Liu et 
collaborateurs ont apporté de premiers éléments déterminants en définissant la structure secondaire 
du transporteur. Pour ce faire, ils ont déduit quelles étaient les boucles extra- et intracellulaires de la 
ferroportine grâce à l’insertion d’épitopes (HA et myc) et de cystéines (insertions ou substitutions) tout 
au long de la séquence de la protéine murine (les ferroportines humaine et murine présentent 90 % 
d’identité de séquence). Par des expériences d’immunofluorescence et de réticulation thiol-
dépendantes, sur cellules perméabilisées ou non et exprimant le transgène, ils ont pu évaluer 
l’accessibilité de ces épitopes et cystéines du milieu extracellulaire. Ainsi, Liu et collaborateurs ont 
proposé une première structure secondaire de la ferroportine avec 12 hélices transmembranaires et 
les extrémités N et C-terminales intracytoplasmiques (Figure 8) (Liu et al, 2005). 

 

 

Figure 8 : Modèle bidimensionnel de la ferroportine proposé en 2005 par Liu et collaborateurs (Liu et al, 2005).  
Ce modèle propose une ferroportine à 12 hélices transmembranaires avec des extrémités N et C-terminales 
intracytoplasmiques. En bleu apparaissent les cystéines insérées, substituées ou natives (*) accessibles (+) ou 
non (-) à la biotine. Les épitopes ayant été insérés dans la séquence protéique sont représentés en rouge. 
Certaines mutations de la ferroportine retrouvées chez des patients ont été localisées sur ce modèle 
bidimensionnel (ronds rouges). 
 

Différentes études ont permis de vérifier ces premiers éléments qui n’ont plus été contestés depuis 
2010 (Schimanski et al, 2005; Drakesmith et al, 2005; Gonçalves et al, 2006; Rice et al, 2009; Wallace 
et al, 2010).  

Le premier modèle tridimensionnel de la ferroportine humaine a été proposé lors de cette même 
année par Wallace et collaborateurs (Wallace et al, 2010). Pour ce faire, l’équipe australienne s’est 
appuyée sur la structure secondaire du transporteur proposée par Liu et collaborateurs en 2005 (Liu 
et al, 2005). Par une construction de novo, ils ont proposé un repliement « brut » de la ferroportine. 
Ce repliement a ensuite été comparé aux structures expérimentales connues d’autres protéines. C’est 
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à ce moment que le premier lien avec les protéines MFS fut établi, puisque six protéines MFS 
différentes ont ainsi été identifiées. Wallace et collaborateurs se sont finalement appuyés sur la 
structure expérimentale du transporteur de glycerol-3–phosphate (GlpT-« glycerol-3-phosphate 
transporter ») d’Escherichia coli pour affiner un modèle 3D de la ferroportine dans une conformation 
« inward-facing » (ouverte vers l’intérieur de la cellule) (Wallace et al, 2010) (Figure 9).  

 

 

Figure 9 : Modèle tridimensionnel de la ferroportine humaine proposé par Wallace et collaborateurs en 2010 
(Wallace et al, 2010).  
Ce premier modèle 3D du transporteur a été construit de novo en partant du modèle 2D proposé auparavant par 
Liu et collaborateurs, puis affiné en utilisant la structure expérimentale du transporteur MFS bactérien de 
glycerol-3–phosphate en conformation « inward-facing » (Liu et al, 2005). Les hélices apparaissent sous forme 
de cylindres. Certaines mutations de la ferroportine, identifiées chez des patients, ont été représentées sur le 
modèle 3D par des sphères. Une représentation schématique de l’organisation des hélices transmembranaires 
est également présentée à gauche.  
 

En 2013, le Dr. Isabelle Callebaut, avec qui notre équipe collabore étroitement, a construit un modèle 
3D de la ferroportine humaine par modélisation comparative. Pour cela, une recherche de similitudes 
avec d’autres protéines dont la structure 3D était connue a tout d’abord été réalisée grâce au logiciel 
Phyre (« Protein Homology/analogY Recognition Engine »). Les algorithmes d’alignement profil-profil 
prenant en compte les contraintes évolutives et structurales ont révélé, à nouveau, un alignement 
significatif de la ferroportine humaine avec 3 protéines appartenant à la famille MFS. Il s’agissait des 
transporteurs d’E. coli EmrD (« multidrug resistance protein D »), GlpT (« Glycerol-3-phosphate 
Transporter ») et LacY (« LacY-like proton/sugar symporter »). Les identités de séquences entre ces 3 
protéines bactériennes et la ferroportine humaine sont très faibles (respectivement 13, 9 et 11 %) ; de 
l’ordre de celles observées au sein de cette superfamille de protéines. En dépit de ces faibles identités, 
les repliements observés des 12 helices transmembranaires sont très proches, comme en atteste la 
superposition de leurs structures tridimensionnelles. Un alignement pertinent peut ainsi être réalisé 
entre la ferroportine et ces séquences, en prenant en compte la conservation des signatures 
structurales propres à cette superfamille, en particulier en utilisant l’approche « Hydrophobic Cluster 
Analysis » développée par Isabelle Callebaut et Jean-Paul Mornon (Callebaut et al, 1997). La protéine 



32 
 

EmrD, capturée dans une conformation « occluded » (hélices transmembranaires disposées autour 
d’un pore central, avec accès interne et externe obstrués) était le candidat le plus pertinent pour la 
construction d’un nouveau modèle 3D. A l’époque, cette conformation plus compacte paraissait plus 
cohérente avec le transport du fer qui ne nécessitait a priori pas de larges ouvertures intra- ou 
extracellulaires de la ferroportine. Le modèle 3D ainsi construit a permis de confirmer l’appartenance 
de la ferroportine à la famille des protéines MFS et de proposer des hypothèses quant à l’impact de 
mutations sur la structure et/ou la fonction de cette protéine (Figure 10) (Le Gac et al, 2013).  

 

 

Figure 10 : Représentation en ruban du modèle tridimensionnel de la ferroportine humaine construit en 2013 
par le Dr. Isabelle Callebaut (d'après Le Gac et al, 2013).  
Vue latérale (A) et extracellulaire (B) du modèle 3D de la ferroportine humaine construit à partir de la structure 
expérimentale du transporteur MFS bactérien EmrD en conformation « occluded ». La structure de la 
ferroportine s’organise en 2 lobes composés chacun de 6 hélices transmembranaires (H1-H6/H7-H12). Les 
boucles intra- (IS) et extracellulaires (ES) ainsi que les extrémités N (IS1) et C-terminales (IS7) intracytoplasmiques 
sont également représentées.   
 

En 2014, Bonaccorsi di Patti et collaborateurs ont proposé deux nouveaux modèles 3D de la 
ferroportine humaine dont un en conformation « outward-facing » (ouverte vers l’extérieur de la 
cellule) (Figure 11). Ce dernier a été construit grâce au logiciel I-TASSER (« Iterative Threading 
ASSembly Refinement ») à partir de la structure expérimentale du transporteur d’E.coli FucP (« L-
fucose proton symporter »), seule protéine MFS cristallographiée en conformation « outward-facing » 
à l’époque (Bonaccorsi di Patti et al, 2014).  

 

 



33 
 

 

Figure 11 : Représentation en ruban des modèles tridimensionnels de la ferroportine humaine proposés par 
Bonaccorsi di Patti et collaborateurs en 2014 (d'après Bonaccorsi di Patti et al, 2014).  
(A) Vue latérale du modèle 3D de la ferroportine en conformation « inward-facing ». Ce modèle a été construit 
par modélisation moléculaire threading/ ab initio grâce au logiciel I-TASSER. Les structures expérimentales de 
GlpT et LacY, cristallisées en conformation « inward-facing », ont été sélectionnées par le logiciel pour servir de 
modèles. (B) Vue latérale du modèle 3D de la ferroportine en conformation « outward-facing », construit grâce 
au logiciel I-TASSER à partir de la structure expérimentale de FucP cristallisée en conformation « outward-
facing ». Les lignes rouges représentent la membrane plasmique.  
 

Les modèles 3D proposés par les trois équipes, sous trois conformations différentes (« inward-facing », 
« occluded » et « outward-facing ») ne s’opposaient pas. Au contraire, ils étaient complémentaires et 
permettaient déjà d’argumenter que, comme toute protéine MFS, la ferroportine adopte différentes 
conformations pour transporter son substrat. 
 
 

iii.  L’hepcidine 
 

L’hepcidine, petit peptide de 25 acides aminés appartenant à la famille des β-défensines, a tout 
d’abord été décrite pour son activité antimicrobienne observée in vitro (Krause et al, 2000; Park et al, 
2001). Son nom identifie d’ailleurs son lieu de production majoritaire (« hep-» pour hépatocyte) et ses 
propriétés bactéricides (« -idine ») (Park et al, 2001). Un lien avec le métabolisme du fer fut ensuite 
établi de manière concomitante par 2 équipes françaises : Pigeon et collaborateurs, ont remarqué, 
grâce à l’établissement d’une banque soustractive, que la transcription de l’ARN messager de 
l’hepcidine était augmentée chez des souris en situation de surcharge en fer (Pigeon et al, 2001). De 
leur côté, Nicolas et collaborateurs, par leurs travaux sur des souris involontairement invalidées pour 
le gène codant l’hepcidine suite au « knock-out » du gène adjacent Usf2, ont révélé le rôle crucial que 
jouait l’hepcidine dans la régulation de l’homéostasie du fer en observant une sévère surcharge 
martiale chez ces animaux (Nicolas et al, 2001). La mort rapide, après la naissance, liée à un grave 
déficit en fer de souris surexprimant l’hepcidine a, par la suite, confirmé l’activité hyposidérémiante 
de ce peptide (Nicolas et al, 2002a).  

L’hepcidine est codée par le gène HAMP, situé sur le chromosome 19 en position q13.1. La forme 
mature et active de l’hepcidine est issue de deux clivages successifs d’un pré-propeptide de 84 acides 
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aminés. Le peptide signal (acides aminés 1 à 24) est d’abord éliminé, puis le pro-peptide (acides aminés 
25 à 59) est clivé grâce à l’intervention d’une proconvertase, la furine, par reconnaissance de la 
séquence consensus « -RX(K/R)R- » (van de Loo et al, 1997). L’extrémité C-terminale de 25 acides 
aminés correspondant au peptide mature est sécrétée dans le plasma. La demi-vie de l’hepcidine sous 
sa forme plasmatique est estimée à moins de 24 h, son élimination étant assurée par la voie urinaire 
(Park et al, 2001; Ganz et al, 2008).  

L’hepcidine de 25 acides aminés présente une structure en épingle à cheveux stabilisée par 4 ponts 
disulfures que forment 8 cystéines extrêmement conservées entre espèces. L’extrémité N-terminale 
est plus flexible et comporte 6 acides aminés (Figure 12) (Jordan et al, 2009).  

 

Figure 12 : Séquence protéique et structure tridimensionnelle de la forme mature et active de l’hepcidine 
(d'après Jordan et al, 2009 et Clark et al, 2011).  
(A) Alignement des séquences protéiques de l’hepcidine de différentes espèces de vertébrés. Les 8 cystéines 
hautement conservées forment entre-elles 4 ponts disulfures comme indiqué par les accolades. (B) 
Représentation en ruban des structures 3D de l’hepcidine humaine déterminées par des expériences de RMN 
(Résonance Magnétique Nucléaire) réalisées à différentes températures : 325 K (en rouge) ou 253 K (en bleu). 
Les 4 ponts disulfures formés par les 8 cystéines apparaissent en jaune. (C) Structures présentées avec une 
rotation de 90° autour de l’axe Z.  
 

Trois autres isoformes de l’hepcidine ont été retrouvées chez l’homme dans le sérum et les urines. Ces 
isoformes, ne comprenant que les 20, 22 ou 24 derniers acides aminés, ne montrent pas ou peu 
d’activité hyposidérémiante (Nemeth et al, 2004b, 2006). Ces peptides, qui pourraient correspondre à 
des produits de dégradation de la forme active, présenteraient possiblement une activité 
antimicrobienne résiduelle (Park et al, 2001; Laarakkers et al, 2013; Addo et al, 2016). 
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iv. Régulation de la ferroportine par l’hepcidine 
 

En 2004, Nemeth et collaborateurs ont montré que l’hepcidine contrôlait le taux de fer circulant dans 
l’organisme en régulant post-traductionnellement l’expression en membrane plasmique de la 
ferroportine. Les auteurs ont observé par microscopie à épifluorescence que l’hepcidine induisait 
l’internalisation et la dégradation de la ferroportine dans la lignée cellulaire embryonnaire de rein 
humaine HEK293T, exprimant de façon stable et inductible le transporteur murin en fusion avec la 
protéine GFP (Nemeth et al, 2004b). D’après les connaissances actuelles, la régulation de la 
ferroportine par l’hepcidine emprunte au moins trois grandes étapes : 

- Liaison de l’hepcidine à la ferroportine membranaire 
- Ubiquitination du transporteur 
- Internalisation et dégradation lysosomale de la ferroportine  
 
 

1.  Interaction hepcidine/ferroportine 
 

Les acides aminés ainsi que la nature des interactions intervenants dans l’étape de fixation de 
l’hepcidine sur la ferroportine restent encore à définir. Différents travaux ont cependant révélé 
plusieurs éléments critiques. 

Côté ferroportine, Fernandes et collaborateurs ont observé que la substitution de la cystéine en 
position 326 de la ferroportine, (p.Cys326Thr/Ser –la seconde substitution ayant été identifiée chez 
des patients atteints d’hémochromatose de type 4), inhibait totalement l’interaction 
hepcidine/ferroportine (Fernandes et al, 2009). De manière intéressante, d’autres mutations, 
localisées à proximité de ce résidu critique dans le lobe C-terminal du transporteur, ont globalement 
été évaluées in vitro comme induisant une plus forte résistance de la ferroportine à l’hepcidine que 
celles localisées dans le lobe N-terminal (Fernandes et al, 2009; Mayr et al, 2011; Preza et al, 2011; 
Détivaud et al, 2013; Praschberger et al, 2014; Callebaut et al, 2014; Aschemeyer et al, 2018; Le Tertre 
et al, 2017). Le lobe C-terminal semble ainsi jouer un rôle particulièrement important dans cette 
première étape de fixation de l’hepcidine, notamment à travers le résidu Cys326.  

Concernant l’hepcidine, il a été démontré par troncation séquentielle du peptide, que les 5 acides 
aminés en position N-terminale étaient indispensables à l’internalisation et à la dégradation de la 
ferroportine membranaire (Nemeth et al, 2006). Preza et collaborateurs ont observé, par la suite que 
les 9 acides aminés N-terminaux de l’hepicidine pouvaient, à eux seuls, réguler la présence 
membranaire du transporteur (Preza et al, 2011).   

Dans l’optique de comprendre la nature de l’interaction hepcidine/ferroportine, les résidus 
extrémement conservés de l’extrémité N-terminale du peptide régulateur ont été substitués. Par ces 
expériences, l’importance des acides aminés His3, Phe4, Ile6 et Phe9 a été mise en lumière (Clark et 
al, 2011; Preza et al, 2011). D’autre part, la substitution de l’unique cystéine contenue dans les 9 acides 
aminés N-terminaux de l’hepcidine (p.Cys7Ser) est apparue comme entrainant une chute drastique de 
la capacité du peptide tronqué (hep9) à dégrader la ferroportine en membrane plasmique. La même 
observation a été faite, lorsque la fonction thiol de ce résidu a été bloquée (Preza et al, 2011).  
 
Suite à ces premiers résultats, l’hypothèse de l’établissement d’un pont disulfure dans un contexte 
hydrophobe entre l’hepcidine et la ferroportine a été formulée (Fernandes et al, 2009; Preza et al, 
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2011). Mais, Clark et collaborateurs, en défavorisant le potentiel établissement d’un pont disulfure 
hepcidine/ferroportine par la substitution des 8 cystéines du peptide régulateur en sélénocystéines, 
n’ont pas observé de conséquences sur l’activité régulatrice de l’hepcidine (Clark et al, 2011). Un 
constat similaire a été fait lorsque les ponts disulfures de l’hepcidine ont été remplacés par des liaisons 
thioéthers non réductibles (Huang et al, 2019).  
Ainsi, l’existence et la nécessité d’une telle liaison covalente entre les deux acteurs protéiques est 
toujours questionnée à ce jour.  
 

2. Ubiquitination de la ferroportine 
 

Un premier mécanisme d’internalisation et de dégradation de la ferroportine en présence d’hepcidine 
avait été proposé par De Domenico et collaborateurs. Selon ces auteurs, la phosphorylation des 
tyrosines 302 et 303 de la ferroportine par la protéine JAK2 était requise pour induire l’internalisation 
du transporteur suite à la fixation de l’hepcidine. Une fois internalisée, la ferroportine aurait été 
ubiquitinylée avant d’être dégradée dans les lysosomes (De Domenico et al, 2007; Domenico et al, 
2009).  

L’importance de la phosphorylation pour l’internalisation du transporteur n’a pas été vérifiée par Ross 
et collaborateurs qui ont révélé dans deux études conjointes, qu’en présence d’hepcidine, la 
ferroportine était rapidement et uniquement ubiquitinylée (Ross et al, 2012; Qiao et al, 2012). En 
mutant différentes combinaisons de lysines cytoplasmiques, les auteurs ont souligné l’importance de 
la 3ème boucle intracellulaire du transporteur dans ce processus. Ils ont observé que, contrairement à 
la protéine de type sauvage, des mutants de la ferroportine, triplement ou quadruplement mutés au 
niveau de lysines localisées dans la 3ème boucle intracellulaire (p.Lys229Arg/Lys240Arg/Lys247Arg et 
Lys229Arg/Lys240Arg/Lys247Arg/Lys258Arg respectivement), ne montraient pas une augmentation 
de l’ubiquitination en réponse à l’hepcidine. Cette observation était corrélée avec un important retard 
d’endocytose (Qiao et al, 2012).   

 

3. Internalisation et dégradation de la ferroportine 
 

Nemeth et collaborateurs ont montré en 2004 que la ferroportine, en présence d’hepcidine était 
internalisée et dégradée dans les lysosomes. Des expériences d’immunofluorescence ont en effet 
révélé que la présence d’hepcidine engendrait une co-localisation de la ferroportine avec Lamp-1, un 
marqueur des endosomes tardifs et du lysosome. Les auteurs ont vérifié que suite à l’inhibition de 
l’activité protéasique du lysosome, le signal de la protéine de fusion ferroportine-GFP augmentait dans 
les vésicules intracellulaires (Nemeth et al, 2004b).  

 

4. Régulation de la ferroportine par l’hepcidine sans endocytose 
 

Récemment, des travaux ont souligné que l’hepcidine pouvait inhiber la fonction de la ferroportine 
sans induire son endocytose. Zhang et collaborateurs, après avoir montré que les globules rouges 
exprimaient fortement la ferroportine, ont ainsi remarqué que l’hepcidine diminuait l’export du fer 
sans affecter la présence du transporteur à la membrane de ces cellules, dépourvues de machinerie 
d’endocytose (Zhang et al, 2018b). Aschemeyer et collaborateurs ont généré, quant à eux, un variant 
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de la ferroportine qui comptait 8 substitutions de lysines en arginines au niveau de la 3ème boucle 
intracellulaire. Ce variant était ainsi peu ubiquitinylé et internalisé en présence d’hepcidine. Toutefois, 
les auteurs ont remarqué que l’ajout du peptide régulateur dans le milieu des cellules HEK293T ou 
d’oocytes de xénope exprimant ce variant, diminuait significativement l’export de fer (Aschemeyer et 
al, 2018).  
Ces différents travaux suggèrent que la liaison du peptide régulateur à la ferroportine pourrait suffire 
à inhiber la fonction du transporteur.  
 
 

v.  Les principales voies de régulation de la synthèse hépatique 
d’hepcidine 

 

Bien que l’hepcidine soit principalement produite et libérée par le foie, ce peptide est également 
synthétisé, en quantités moindres, par d’autres cellules, tissus et organes de l’organisme que sont les 
macrophages, les adipocytes, la rétine, les reins, les poumons, la prostate, le placenta, l’estomac, le 
cerveau, le cœur ou bien encore le pancréas (Daher et al, 2019).  

Des expériences de « knock-out » conditionnel chez la souris ont montré que cette production extra-
hépatique d’hepcidine ne contribuait que très peu à la régulation systémique du métabolisme du fer, 
médiée principalement par l’hepcidine d’origine hépatique. Ainsi, la délétion hépato-spécifique du 
gène Hamp1 codant l’hepcidine a engendré un phénotype sévère de surcharge en fer similairement 
observé chez les animaux pour lesquels le gène Hamp1 avait été inactivé à l’échelle de l’organisme 
entier (augmentation du fer sérique associée à une importante accumulation de fer dans le 
parenchyme hépatique) (Zumerle et al, 2014).  

L’expression hépatique de l’hepcidine est modulée par une multitude de signaux dont certains restent 
encore à définir. Toutefois, il est clairement établi qu’une augmentation plasmatique et tissulaire en 
fer ainsi que l’inflammation induisent la synthèse du peptide régulateur. Celle-ci est en revanche 
réprimée par un déficit en fer et par l’érythropoïèse (Figure 13) (Nicolas et al, 2002b; Wang & Babitt, 
2019).    

 

1. Le fer 
 

En réponse à une élévation du taux de fer, le foie va synthétiser et sécréter de l’hepcidine par le biais 
de mécanismes qui ne sont pas encore totalement élucidés. Ces derniers diffèrent en fonction de 
l’origine tissulaire ou plasmatique du fer, mais, ils reposent sur une voie de signalisation commune, la 
voie BMP/SMAD. Il est important de remarquer que ces mécanismes impliquent des protéines qui ont 
été associées aux différentes formes d’hémochromatose 1, 2A et 3 lorsqu’elles sont mutées: HFE, HJV 
et TfR2 (Figure 13). On peut également souligner l’importance du foie dans la régulation de 
l’homéostasie du fer, ce qui a d’ailleurs conduit Antonello Pietrangelo à présenter l’hémochromatose 
comme une maladie hépatique endocrine (Pietrangelo, 2007).  

L’élévation du fer tissulaire va entrainer une augmentation de la synthèse de BMP6 (« Bone 
Morphogenetic Protein 6 ») et, dans une moindre mesure, de BMP2, des protéines BMPs 
principalement produites et sécrétées par les cellules endothéliales sinusoïdales du foie (Kautz et al, 
2008; Andriopoulos et al, 2009; Meynard et al, 2009; Koch et al, 2017; Canali et al, 2017a, 2017b; Lim 
et al, 2019). A la membrane des hépatocytes avoisinants, BMP6 et BMP2 vont interagir avec les 
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récepteurs BMP de type 1 (ALK2/ALK3) et de type 2 (ACVR2A/BMPR2) et leur co-récepteur, 
l’hémojuvéline (HJV). Les complexes actifs de signalisation qui vont en résulter vont phosphoryler les 
effecteurs cytoplasmiques SMAD (« (Small) Mothers Against Decapentaplegic ») 1, 5 et 8 qui vont 
ensuite s’associer à SMAD4 (Wang et al, 2005; Babitt et al, 2006; Xia et al, 2008; Steinbicker et al, 2011; 
Wu et al, 2012). Le complexe protéique formé va être transloqué dans le noyau où il va induire la 
transcription du gène HAMP en se fixant sur des séquences BMP-RE (« Bone Morphogenetic Protein-
Responsive Elements ») du promoteur (Casanovas et al, 2009).  
Bien que les principaux acteurs protéiques aient été identifiés, beaucoup de questions restent encore 
posées autour de l’activation et de la régulation, dépendantes du fer, de cette voie de signalisation 
BMP/SMAD. Les mécanismes impliqués dans l’induction de l’expression des différents ligands BMPs 
suite à une élévation du fer tissulaire ne sont par exemple par encore totalement élucidés tout comme 
la « composition » exacte (ligands BMPs/récepteurs BMP de type 1, de type 2, HJV) des complexes 
actifs de signalisation qui semble varier en fonction de la quantité de fer tissulaire observée (Silvestri 
et al, 2019; Wang & Babitt, 2019).  
 
L’élévation du taux de fer plasmatique engendre, quant à elle, une augmentation de la transcription 
du gène HAMP via la cascade de signalisation SMAD1/5/8, sans augmenter la synthèse hépatique de 
BMP6 (Corradini et al, 2011). Le mécanisme moléculaire sous-jacent n’est pas encore totalement 
élucidé mais celui-ci pourrait notamment impliquer 3 protéines à la surface des hépatocytes: HFE et 
les deux récepteurs à la transferrine TfR1 et TfR2. Lorsque le taux de fer circulant est faible, HFE 
interagirait avec TfR1 au niveau de son site de fixation de la transferrine. Cette interaction serait 
rompue par compétition lors d’une élévation du taux d’holotransferrine circulante. Cela permettrait 
d’une part, l’incorporation du fer lié à la transferrine par le récepteur TfR1 nouvellement libéré et 
favoriserait d’autre part, une interaction HFE/TfR2. Différents mécanismes, par lesquels ces deux 
protéines induiraient la transcription du gène HAMP en potentialisant la cascade de signalisation 
BMP/SMAD, ont été proposés. Ces protéines pourraient, d’une part, former un complexe avec HJV 
et/ou HFE pourrait, d’autre part, lier le récepteur BMP de type 1 ALK3 et augmenter sa stabilité en 
membrane en interférant avec les mécanismes conduisant à sa dégradation (Gao et al, 2009; D’Alessio 
et al, 2012; Wu et al, 2014; Traeger et al, 2018).  

Lors d’un déficit en fer, la synthèse hépatique d’hepcidine va être réprimée. TMPRSS6, également 
nommée matriptase-2, joue un rôle clé dans ce processus. Cette protéase, stabilisée par le faible taux 
de fer intracellulaire, va en effet diminuer l’activation de la cascade de signalisation BMP/SMAD, en 
clivant l’hémojuvéline membranaire (Zhang et al, 2011; Zhao et al, 2015; Silvestri et al, 2008).  

 

2. L’inflammation 
 

L’inflammation va induire une expression hépatique d’hepcidine et ce principalement en réponse à 
une libération d’interleukine-6 (IL-6) par les cellules inflammatoires (Figure 13). L’interleukine-6, par 
liaison à son récepteur à la surface des hépatocytes, va activer des enzymes Janus Kinases (JAK). Ces 
dernières vont phosphoryler STAT3 (« Signal Transducer and Activator of Transcription 3 »), ce qui va 
entrainer sa dimérisation et sa translocation dans le noyau. Le complexe STAT3, en se fixant sur le site 
de liaison « STAT3-responsive element » situé sur le promoteur du gène HAMP, va engendrer la 
synthèse de l’hepcidine (Nemeth et al, 2004a; Wrighting & Andrews, 2006). 

L’activine B et l’interleukine-1β, en activant les récepteurs BMP de type 1 ou en induisant l’expression 
de BMP2 respectivement, seraient deux autre cytokines pro-inflammatoires impliquées dans la 
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synthèse du peptide régulateur via l’activation de la voie de signalisation BMP/SMAD (Besson-Fournier 
et al, 2012; Shanmugam et al, 2015).   

Cette libération hépatocytaire d’hepcidine, pourrait participer à la protection de l’organisme contre 
certaines infections en réduisant les quantités de fer circulantes, indispensables à la prolifération de 
certains pathogènes (Stefanova et al, 2018).   

 

3. L’érythropoïèse 
 

L’hypoxie, l’anémie ou bien encore une synthèse de globules rouges anormale sont autant de facteurs 
nécessitant un ajustement de l’activité érythropoïétique. La libération d’érythropoïétine (EPO) par les 
reins qui va en résulter va notamment stimuler la sécrétion d’érythroferrone (ERFE) par les 
érythroblastes. L’ERFE va inhiber l’expression de l’hepcidine, augmentant ainsi la disponibilité du fer 
dans le plasma pour l’érythropoïèse (Figure 13) (Kautz et al, 2014).  

Le(s) mécanisme(s) sous-jacent(s) par le(s)quel(s) l’EPO et l’ERFE répriment l’expression de l’hepcidine 
ne sont pas encore totalement identifiés et compris. La voie de signalisation BMP/SMAD semble 
toutefois à nouveau impliquée, comme en témoigne la diminution de la phosphorylation des 
effecteurs cytoplasmiques SMAD1 et 5 observée en présence d’EPO et d’ERFE chez la souris et dans la 
lignée hépatocytaire humaine Hep3B (Wang et al, 2017). De récents travaux suggèrent que l’ERFE 
pourrait diminuer l’activation de la voie BMP/SMAD en séquestrant certains ligands BMPs (Arezes et 
al, 2018; Wang et al, 2019). 

 

4. Autres signaux 
 

Divers autres signaux moduleraient également l’expression hépatique de l’hepcidine, tels que le stress 
du réticulum endoplasmique, les hormones, les facteurs de croissance ou bien encore d’autres voies 
de signalisation (Muckenthaler et al, 2017).  
Pour exemple, des travaux menés chez la souris ont souligné l’effet répresseur sur l’expression de 
l’hepcidine qu’entrainait la testostérone, ce qui pourrait expliquer, en partie, la plus forte sévérité des 
surcharges en fer observée chez les hommes (Latour et al, 2014).   
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Figure 13 : Les principales voies de régulation de l’expression hépatique d’hepcidine. 
Le fer tissulaire augmente la synthèse de BMP6 et 2 qui, par fixation à leurs récepteurs de type 1 et 2 (BMPR1 et 
BMPR2) et co-récepteur HJV, vont activer la voie de signalisation BMP/SMAD conduisant à la synthèse 
d’hepcidine par les hépatocytes. Une concentration importante en holotransferrine plasmatique va favoriser une 
interaction HFE/TfR2 au détriment d’une interaction HFE/TfR1 ce qui va potentialiser la voie de signalisation 
BMP/SMAD et l’expression de l’hepcidine. Lors d’un déficit en fer, cette même voie de signalisation va être 
régulée négativement en partie par TMPRSS6 qui va cliver HJV. L’inflammation va provoquer une sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires. L’IL-6, par liaison à son récepteur, va entrainer la translocation du dimère STAT3 
dans le noyau et la transcription du gène HAMP. L’activine B et l’IL-1β quant à elles, vont engendrer l’expression 
d’hepcidine via la voie de signalisation BMP/SMAD. Une forte activité érythropoïétique va conduire à une 
sécrétion d’ERFE par les érythroblastes ce qui va inhiber la transcription du gène HAMP par la voie de signalisation 
BMP/SMAD.  
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III- L’hémochromatose de type 4 ou maladie de la ferroportine  
 

L’hémochromatose de type 4 s’inscrit dans un groupe de surcharges en fer héréditaires rassemblées 
sous l’appelation « hémochromatose ». Les différentes formes actuellement recensées de la maladie 
se distinguent en fonction du gène impliqué, de la répartition mondiale, du mode de transmission, du 
profil histologique de la surcharge en fer ou bien encore du type et de la sévérité des manifestations 
cliniques observées (Tableau I) (Le Gac & Férec, 2005; Pietrangelo, 2017).  
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Tableau I : Les différentes formes d’hémochromatose (d'après Pietrangelo, 2017). 

Type d’hémochromatose 
Gène affecté  

(nom et position 
chromosomique) 

Fonction du produit génique 
Répartition 
mondiale 

Mode de 
transmission 

Mécanisme conduisant 
aux dépôts de fer 

intracellulaires 

Expression 
clinique  

(âge) 

Manifestations 
cliniques principales 

Evolution 
clinique 

Type 1 HFE (6p21.3) 
La protéine HFE régule 

l'expression de l'hepcidine 

Affecte les 
caucasiens 

d'origine nord-
européenne 

Autosomique 
récessif 

Augmentation de 
l'accumulation de fer 

dans les cellules 
parenchymales causée 
par une élévation de 
l'import du fer lié ou 
non à la transferrine 

40 - 50 ans 

Pathologies hépatiques 
Arthropathie 

Cardiomyopathie 
Endocrinopathie    

Modérée à 
sévère 

Type 2A HJV (1p21) L'hémojuvéline (HJV) régule 
l'expression de l'hepcidine 

Affecte les 
caucasiens et non 

caucasiens 

 
Avant 20 ans* 

Hypogonadisme et 
cardiomyopathie 

Pathologies hépatiques 
Sévère 

Type 2B HAMP (19q13.1) 

L'hepcidine régule l'export du fer 
dans le compartiment sanguin en 

réduisant l'expression 
membranaire de la ferroportine 

Type 3 TFR2 (7q22) 
Le récepteur à la transferrine de 
type 2 (TfR2) régule l'expression 

de l'hepcidine  
30 - 40 ans 

Pathologies hépatiques 
Arthropathie 

Cardiomyopathie 
Endocrinopathie    

Modérée à 
sévère 

Type  4A 

SLC40A1 (2q32) 

La ferroportine exporte le fer 
intracellulaire (des macrophages, 
des entérocytes, des hépatocytes, 

des érythroblastes, des 
érythrocytes et des 

syncytiotrophoblastes 
principalement) vers le 
compartiment sanguin  

Autosomique 
dominant 

Rétention de fer 
intracellulaire 

engendrée par un 
défaut d’export de fer 
vers le compartiment 

sanguin 

Tout âge  
Pathologies hépatiques 

Faible anémie Modérée 

Type 4B 

Augmentation de 
l'accumulation de fer 

dans les cellules 
parenchymales causée 
par une élévation de 
l'import du fer lié ou 
non à la transferrine 

40 - 50 ans 

Pathologies hépatiques 
Arthropathie 

Cardiomyopathie 
Endocrinopathie    

Modérée à 
sévère 

* Pour l’hémochromatose de type 2A liée au gène HJV, des cas moins sévères de surcharges en fer ont été rapportés chez l’adulte (Takami et al, 2020). 
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a- L’hémochromatose de type 1 
 

L’hémochromatose a longtemps été associée au seul gène HFE, localisé sur le bras court du 
chromosome 6. L’hémochromatose de type 1 constitue, de fait, un modèle de référence pour la 
description de l’ensemble des formes génétiques de surcharges en fer aujourd’hui associées au terme 
« hémochromatose ».  

 

i. Cause génétique  
 

L’hémochromatose de type 1 est causée par des mutations du gène HFE, identifié en 1996 par Feder 
et collaborateurs (Feder et al, 1996) (Tableau I). Ce gène code la protéine HFE qui intervient dans la 
synthèse hépatique de l’hepcidine. Cette pathologie autosomique récessive, touchant presque 
exclusivement la population caucasienne, est principalement causée par la mutation p.Cys282Tyr à 
l’état homozygote. La prévalence de cette homozygotie, qui varie selon l’origine géographique des 
individus, a été mesurée à une valeur moyenne de 0.4 % dans les populations européennes (Hanson 
et al, 2001). La mutation p.Cys282Tyr empêche l’établissement d’un pont disulfure dans le domaine 
α3-immunoglobulin-like de la protéine HFE ce qui perturbe grandement son interaction avec son 
partenaire protéique, la β2-microglobuline. L’adressage en membrane plasmique de la protéine HFE 
est ainsi affecté (Feder et al, 1997; Le Gac et al, 2003; Ka et al, 2005). L’absence d’expression d’HFE à 
la surface des hépatocytes entraine un défaut de synthèse hépatique d’hepcidine par des mécanismes 
moléculaires sous-jacents qui ne sont pas encore clairement identifiés (Brissot et al, 2018).  

 

ii. Manifestations biologiques  
 

Le défaut d’expression d’hepcidine entraine une régulation non optimale de l’expression membranaire 
de la ferroportine. Les quantités de fer libérées dans le plasma augmentent ainsi considérablement. Le 
premier signe biologique communément observé chez les patients hémochromatosiques est une 
élévation du coefficient de saturation de la transferrine au-delà des valeurs normales (>45 %). A ce 
stade, une nouvelle forme de fer plasmatique apparait : le NTBI (« Non-Transferrin Bound Iron »). 
Cette forme de fer libre est principalement responsable de la surcharge cellulaire et tissulaire en fer 
observée chez les patients atteints d’hémochromatose. Le NTBI va être fortement absorbé par les 
cellules parenchymateuses, notamment par les hépatocytes, les cellules pancréatiques et les 
cardiomyocytes. Lorsque le coefficient de saturation de la transferrine atteint des valeurs supérieures 
à 75 %, le NTBI peut se révéler extrémement dangereux. En s’accumulant de manière incontrôlée dans 
les cellules, ce fer augmente le risque de production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS – « Reactive 
Oxygen Species »). Ces dernières peuvent être responsables de dommages cellulaires et tissulaires 
pouvant conduire à la défaillance de certains organes tels que le foie, le cœur ou bien encore le 
pancréas (Brissot et al, 2012, 2018).  

L’augmentation de la ferritine sérique (ou hyperferritinémie), au-delà de 200 µg/L pour les femmes 
non ménopausées et 300 µg/L pour les hommes, reflète le début d’une surcharge tissulaire en fer. Au-
delà de 1000 µg/L, le risque de fibrose hépatique et de cirrhose est significativement plus important 
(Guyader et al, 1998; Beaton et al, 2002; Morrison et al, 2003). 
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iii.  Expression clinique  
 

L’hémochromatose de type 1 est une maladie qui évolue progressivement au cours de la vie. 5 stades 
phénotypiques successifs peuvent être observés chez les patients. Cette classification repose sur 
l’évaluation de plusieurs paramètres qui sont : l’augmentation du coefficient de saturation de la 
transferrine, l’élévation de la ferritine sérique, la dégradation de la qualité de vie et l’engagement du 
pronostic vital (Figure 14). 

Dans les premières années de vie et jusqu’au début de l’âge adulte, aucune expression phénotypique 
n’est observée (coefficient de saturation de la transferrine inférieur à 45 %, ferritinémie normale- 
« stade zéro »). Le premier stade phénotypique de la maladie correspond à une élevation de la 
quantité de fer dans le compartiment sanguin qui se traduit par une augmentation du coefficient de 
saturation de la transferrine. Une surcharge en fer s’installe au niveau tissulaire, ce qui correspond au 
2ème stade phénotypique de l’hémochromatose et est révélée par une élévation de la ferritine sérique. 
Les premières manifestations cliniques de la maladie, affectant la qualité de vie des patients, ne se 
déclarent que tardivement et traduisent la survenue du 3ème stade phénotypique. Une fatigue 
chronique ainsi que des douleurs articulaires et abdominales peuvent être observées chez les patients. 
Arrive ensuite le 4ème stade phénotypique de l’hémochromatose et les manifestations cliniques 
tardives qui lui sont associées. Des complications hépatiques (cirrhose, carcinome hépatocellulaire), 
cardiaques (hypertrophie, insuffisance, arythmie cardiaque) ainsi qu’une atteinte des glandes 
endocriniennes (diabète insulino-dépendant) se développent et peuvent compromettre le pronostic 
vital de ces patients (Brissot et al, 2008; Rochette et al, 2010).  

En général, les premiers symptômes apparaissent relativement tard, à partir de 30-40 ans chez les 
hommes contre 40 à 50 ans chez les femmes.  

 

 

Figure 14 : Les 5 stades phénotypiques de l’hémochromatose de type 1 (d'après Brissot et al, 2008).  
Leur classification repose sur 4 paramètres : l’élévation du coefficient de saturation de la transferrine, de la 
ferritine sérique, l’atteinte de la qualité de vie ainsi que l’engagement du pronostic vital des patients atteints 
d’hémochromatose. Deux phases sont observées : la phase préclinique regroupant les 3 premiers stades 
phénotypiques et la phase clinique comprenant les 2 derniers stades phénotypiques de la maladie.  
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Les différents stades phénotypiques associés à l’histoire naturelle de l’hémochromatose liée au gène 
HFE ne sont pas observés chez tous les patients. L’étude de la pénétrance du génotype 
p.[Cys282Tyr];[Cys282Tyr] a en effet révélé que certains patients ne développaient jamais de 
surcharge en fer et ce, même à un âge avancé (Coppin et al, 2003). Par ailleurs, la maladie ne progresse 
pas au-delà d’une hyperferritinémie et de l’observation de signes cliniques modérés chez une majorité 
de patients, même en l’absence de traitement (Olynyk et al, 2004; Andersen et al, 2004; Gurrin et al, 
2008; Pankow et al, 2008). Des facteurs modificateurs génétiques (HAMP, HJV, DCYTB...) ou 
environnementaux (consommation d’alcool, perte de fer physiologiques (menstruations, grossesse, 
allaitement), testostérone diminuant la synthèse de l’hepcidine, teneur en fer de l’alimentation, poids 
corporel…) peuvent moduler l’expression phénotypique de la maladie (Scotet et al, 2003; Jacolot et al, 
2004; Le Gac et al, 2004b; Rochette et al, 2010). 

 

iv. Diagnostic et traitement  
 

Bien que l’augmentation du coefficient de saturation de la transferrine et de la ferritine sérique puisse 
indiquer la présence d’une hémochromatose, la prudence est de mise quant à l’établissement d’un tel 
diagnostic. En effet, l’hémochromatose peut être confondue avec des causes non génétiques 
(secondaires) fréquentes et diverses affectant ces deux paramètres biologiques. Ainsi, le coefficient de 
saturation de la transferrine peut être mesuré à de hautes valeurs suite à une cytolyse, une hémolyse 
ou une protéinurie par exemple. L’hyperferritinémie, quant à elle, peut résulter d’un syndrome 
métabolique, d’une consommation excessive d’alcool, d’une inflammation, ou d’une cytolyse 
importante (Ong et al, 2016; Brissot et al, 2018).  

Une hémochromatose peut être suspectée seulement après avoir exclu l’existence des causes 
secondaires principales. L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) peut être utilisée pour vérifier 
et quantifier la surcharge en fer hépatique des patients (Pietrangelo, 2017). D’après les 
recommandations de la Haute Autorité de Santé, un test génétique doit être effectué si la personne 
présente au cours de deux dosages différents, un coefficient de saturation de la transferrine supérieur 
à 45 %.  

Si le diagnostic d’hémochromatose est confirmé, le patient doit être pris en charge en conséquence 
afin de prévenir et/ou limiter les graves complications que représentent les dommages irréversibles 
d’organes dus à la toxicité du fer en excès. La saignée, ou phlébotomie, est le principal traitement de 
la maladie. Cela permet de soustraire une quantité importante de globules rouges aux patients. 
L’érythropoïèse, mobilisant le fer en excès dans l’organisme, est alors stimulée pour synthétiser de 
nouveaux érythrocytes. Ce traitement peu coûteux, montre une très bonne efficacité. En effet, une 
amélioration de la fatigue chronique, de la fonction cardiaque ainsi qu’une stabilisation des atteintes 
hépatiques et même une réversion de la fibrose hépatique peuvent être observées chez les patients 
(Rombout-Sestrienkova et al, 2016; Brissot et al, 2018).  

Une minorité d’entre-eux peuvent cependant mal tolèrer la phlébotomie par rapport aux effets 
secondaires qu’elle peut provoquer (vertiges, malaises), en raison d’un accès veineux difficile ou pour 
des questions de peurs ou de croyances religieuses par exemple (Preza et al, 2011). Des chélateurs de 
fer peuvent alors être prescrits, mais ces derniers ne procurent pas toujours de réels bénéfices et 
peuvent entrainer d’importants effets secondaires (Adams & Barton, 2010). Certaines approches 
thérapeutiques en cours de développement, qui visent à contrer l’installation d’une surcharge en fer, 
pourraient présenter une autre alternative. Celles-ci reposent sur différentes stratégies. La 
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supplémentation en hepcidine synthétique est une première piste grâce notamment aux « mini-
hepcidines » développées sur la base des 9 premiers acides aminés de l’hepcidine, indispensables à sa 
fonction (Preza et al, 2011; Ramos et al, 2012). La stimulation de la synthèse endogène d’hepcidine est 
une seconde piste. Des oligonucléotides anti-sens ainsi que des siRNAs ciblant TMPRSS6, un inhibiteur 
de la voie de signalisation BMP-SMAD impliquée dans la synthèse de l’hepcidine, ont été évalués (Guo 
et al, 2013; Schmidt et al, 2013). Enfin, un inhibiteur de la ferroportine a également été développé 
(Richard et al, 2020). Certaines de ces molécules ayant montré des effets prometteurs chez la souris 
entrent ou sont déjà en essai clinique (Porter et al, 2018; Casu et al, 2018; Richard et al, 2020). 

 

b- L’hémochromatose de type 2A, 2B et 3 
 

Il existe d’autres formes d’hémochromatose, bien plus rares que celle de type 1 (Tableau I) (Wallace & 
Subramaniam, 2016; Pietrangelo, 2017). Parmi celles-ci, les deux formes 2A et 2B sont causées 
respectivement par des mutations du gène HJV, codant l’hémojuvéline (HJV), et du gène HAMP, codant 
l’hepcidine (Papanikolaou et al, 2004; Roetto et al, 2003). Ces mutations affectent dans le premier cas, 
l’induction de l’expression de l’hepcidine et dans le second cas, la fonctionnalité du peptide régulateur. 
Ces deux formes d’hémochromatose, dites « juvéniles », sont les plus rares mais également les plus 
sévères de la maladie. Elles se distinguent par leur expression clinique précoce qui se caractérise par 
de sévères lésions hépatiques (cirrhose), une cardiomyopathie et un hypogonadisme.  

Un phénotype intermédiaire peut être observé chez les patients atteints de l’hémochromatose de type 
3 (Le Gac et al, 2004a). Cette forme résulte de mutations du gène TFR2, codant le récepteur à la 
transferrine de type 2 (TfR2), également impliqué dans la régulation de l’expression de l’hepcidine 
(Camaschella et al, 2000). 

 

c- L’hémochromatose de type 4 ou maladie de la ferroportine 
 

Ce sont des mutations du gène SLC40A1 codant la ferroportine qui sont à l’origine de 
l’hémochromatose de type 4, également appelée maladie de la ferroportine. L’hémochromatose de 
type 4 est considérée comme l’une des formes les plus communes de surcharge en fer héréditaire 
après l’hémochromatose de type 1 (Mayr et al, 2010; Pietrangelo, 2017). Celle-ci se distingue des 
autres formes d’hémochromatose par son mode de transmission autosomique dominant ainsi que par 
les mécanismes physiopathologiques et la localisation des dépots de fer qui lui sont associés (Tableau 
I).   

Cette pathologie se décline sous deux formes : l’hémochromatose de type 4A et l’hémochromatose de 
type 4B.   

 

i. L’hémochromatose de type 4A 
 

L’hémochromatose de type 4A aussi nommée « forme classique de la maladie de la ferroportine » 
résulte de mutations dites « perte de fonction » qui affectent la présence membranaire et/ou la 
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fonction d’export du fer de la ferroportine (Montosi et al, 2001; Schimanski et al, 2005; Le Gac et al, 
2013; Callebaut et al, 2014; Ka et al, 2018).  

Le défaut fonctionnel de la ferroportine va entrainer une rétention préférentielle du métal dans les 
macrophages de la rate, du foie et de la moelle osseuse. Ainsi, les patients vont présenter un coefficient 
de saturation de la transferrine normal à bas, reflet des quantités limitées de fer libérées dans le 
compartiment sanguin. Une hyperferritinémie traduisant la surcharge tissulaire en fer sera également 
observée (Mayr et al, 2010; Pietrangelo, 2017).  

L’expression clinique de l’hémochromatose de type 4A est généralement modérée. Cela pourrait 
s’expliquer par le fait que les macrophages de la rate, du foie (cellules de Kupffer) et de la moelle 
osseuse montrent une résistance plus élevée que les cellules parenchymateuses à l’accumulation 
toxique de fer intracellulaire. Cependant, ces macrophages et notamment les cellules de Kupffer, 
essentielles à la protection du foie (production de médiateurs fibrogéniques, surveillance 
immunologique des tumeurs, élimination des hépatocytes transformées) peuvent, à terme, voir leur 
fonction altérée. La saturation du sytème réticulo-endothélial peut engendrer une libération du fer 
dans le plasma, pouvant conduire, avec l’âge, à l’apparition d’une surcharge mixte avec des dépôts de 
fer hépatocytaires. Par ces diverses conséquences, le défaut fonctionnel de la ferroportine peut 
favoriser la fibrogenèse et la carcinogenèse (Pietrangelo, 2017).    

L’hémochromatose de type 4A peut être suspectée chez des patients présentant une 
hyperferritinémie associée à une absence d’élévation du coefficient de saturation de la transferrine 
(<45 % en France ou <50 % chez les femmes et < 60 % chez les hommes dans les pays anglo-saxons). 
Une IRM abdominale est recommandée avant tout test génétique afin de vérifier le développement 
d’une surcharge en fer au niveau du foie, de la rate et/ou de la moelle osseuse. En l’absence de 
surcharge en fer tissulaire avérée (par IRM notamment), les causes secondaires d’hyperferritinémie 
(syndrome métabolique, alcoolisme, inflammation, cytolyse…) doivent impérativement avoir été 
exclues.  

Le principal traitement de l’hémochromatose de type 4A est également la saignée. Cependant, les 
patients atteints de cette pathologie peuvent mal tolérer les phlébotomies qui peuvent conduire à une 
anémie. Pour éviter cela, le taux d’hémoglobine doit être particulièrement surveillé et le rythme des 
saignées éventuellement adapté (Pietrangelo, 2017). 

 

ii. L’hémochromatose de type 4B 
 

L’hémochromatose de type 4B également nommée « forme non classique de la maladie de la 
ferroportine » résulte, quant à elle, de mutations dites « gain de fonction » du gène SLC40A1. Ces 
mutations, en entravant une ou plusieurs étapes nécessaires à la dégradation de la ferroportine par 
l’hepcidine, génèrent une résistance plus ou moins prononcée du transporteur à la régulation négative 
médiée par ce peptide (Njajou et al, 2001; Drakesmith et al, 2005; Fernandes et al, 2009; Létocart et 
al, 2009; Ross et al, 2012; Qiao et al, 2012; Aschemeyer et al, 2018).  

Les manifestations phénotypiques associées à ce type d’hémochromatose sont généralement 
superposables à celles observées chez les individus atteints de l’hémochromatose liée au gène HFE. En 
effet, la ferroportine qui n’est plus régulée de manière adéquate va libérer d’importantes quantités de 
fer dans le compartiment sanguin. Cela va engendrer une élévation du coefficient de saturation de la 
transferrine qui précèdera une augmentation de la ferritine sérique et une surcharge en fer ciblant 
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préférentiellement le parenchyme hépatique. Tout comme l’hémochromatose de type 1, la 
phlébotomie en est le principal traitement (Vlasveld et al, 2019).  
 
 

iii. Evolution de la nomenclature 
 

La définition physiopathologique de l’hémochromatose fait encore l’objet de débats. Dorénavant, 
différents auteurs s’accordent à définir ce terme comme désignant uniquement les surcharges en fer 
systémiques d’origine génétique, engendrées par une synthèse insuffisante ou une activité altérée de 
l’hepcidine vis-à-vis de sa cible, la ferroportine. La surcharge en fer héréditaire appelée 
« hémochromatose de type 4A », qui se distingue clairement des autres formes de la maladie, tant du 
point de vue du mécanisme physiopathologique que de sa présentation biologique et clinique n’est 
alors plus considérée comme une forme d’hémochromatose. Le terme de « maladie de la 
ferroportine » se généralise pour décrire cette forme différente de surcharge en fer tandis que les 
appelations « hémochromatose associée à la ferroportine » ou « hémochromatose de type 4 » ont été 
proposées pour remplacer la dénomination « hémochromatose de type 4B » (Pietrangelo, 2017; 
Brissot et al, 2018; Vlasveld et al, 2019; Piperno et al, 2020).   

 

iv. Hétérogénéité phénotypique de l’hémochromatose de type 4 
 

L’hémochromatose de type 4, au sens historique du terme (hémochromatose de type 4A et 4B), 
présente une forte hétérogénéité phénotypique dont l’importance reste encore grandement 
incomprise. Les deux catégories de mutations « perte » et « gain de fonction » du gène SLC40A1, à 
l’origine de phénotypes distincts, ne suffisent pas à expliquer cette situation (Schimanski et al, 2005; 
Drakesmith et al, 2005; Mayr et al, 2010; Le Lan et al, 2011).  

L’étude des quelques familles disponibles suggère l’existence d’un défaut de pénétrance de certains 
génotypes, défaut qui serait particulièrement prononcé chez les femmes et les jeunes individus 
(Pelucchi et al, 2008; Létocart et al, 2009; Le Lan et al, 2011; Moreno-Carralero et al, 2014; Ka et al, 
2018).  
En raison du caractère rare et parfois privé des variants du gène SLC40A1, il est compliqué d’identifier 
des facteurs modificateurs génétiques et environnementaux qui pourraient, à l’image de 
l’hémochromatose de type 1, moduler l’expression phénotypique de l’hémochromatose de type 4 
(gènes modificateurs, poids, consommation d’alcool, teneur en fer du bol alimentaire, pertes en fer 
liées aux menstruations, à la grossesse, à l’allaitement, à des dons de sang répétés…) (Le Lan et al, 
2011). 
 
Au-delà de la rareté des variants du gène SLC40A1, quatre points très importants méritent d’être 
soulevés : 

 La très forte hétérogénéité des données biologiques et cliniques associées aux différents 
variants dans la littérature qui limite fortement les possibilités de comparaisons. 

 Le trop faible nombre d’études familiales pour une pathologie pourtant transmise sur un 
mode autosomique dominant et dont le diagnostic dépend de marqueurs biologiques et 
radiologiques relativement accessibles. 

 La très forte proportion de variants faux-sens associés à la maladie qui ne sont pas 
systématiquement documentés sur une base fonctionnelle. 
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 La diversité des modèles cellulaires et des tests fonctionnels proposés par différentes équipes 
pour tester la causalité des variants faux-sens. La crainte principale est celle d’une distinction 
éronnée entre des variants délétères, des variants neutres, et des variants plus ambigus car 
hypomorphes (Pietrangelo, 2017; Vlasveld et al, 2019; Callebaut et al, 2014).  

Des stratégies expérimentales moins hétérogènes et moins basées sur des modèles de surexpression 
pourraient permettre de limiter certaines des contradictions pointées dans la littérature (Pietrangelo, 
2017; Vlasveld et al, 2019). Mais une trop grande uniformité pourrait aussi réduire la capacité des 
différentes équipes de recherche à identifier des éléments originaux qui mériteraient des 
investigations plus approfondies. A ce stade, on peut remarquer que les outils employés ont permis la 
description de différents mécanismes physiopathologiques (Nemeth et al, 2004b; Schimanski et al, 
2005; Drakesmith et al, 2005; Ross et al, 2012; Qiao et al, 2012; Fernandes et al, 2009; Ka et al, 2018; 
Aschemeyer et al, 2018), mais qu’ils restent néanmoins perfectibles et que l’utilisation de modèles dits 
« plus physiologiques » (modèles de cellules primaires sans surexpression de la ferroportine) devra 
certainement être privilégiée à l’avenir. 
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IV- Bases moléculaires de l’export du fer et de la régulation par 
l’hepcidine  

 

Dans cette quatrième et dernière partie de mon introduction, je souhaite mettre en avant des résultats 
récents qui permettent de formuler de nouvelles hypothèses dans l’optique d’une compréhension plus 
aboutie de l’organisation structurale, du mécanisme d’export du fer et de la régulation par l’hepcidine 
de la ferroportine.  

 

a- Structures expérimentales de la ferroportine 
 

La cristallisation d’un homologue bactérien de la ferroportine en 2015 a marqué un véritable tournant 
dans l’appréhension de l’organisation structurale du transporteur humain en membrane plasmique 
(Taniguchi et al, 2015). Identifié chez Bdellovibrio bacteriovorus et nommé Bd2019 ou BbFpn, le 
transporteur bactérien présente 24 % d’identité de séquence et 40 % de similarité avec la protéine 
humaine (Bonaccorsi di Patti et al, 2015; Taniguchi et al, 2015).  

BbFpn a été cristallisée dans deux conformations extrêmes « inward-» (PDB 5AYO ; résolution 3,30 Å) 
et « outward-facing » (PDB 5AYN ; résolution 2,20 Å /PDB 5AYM ; résolution 3,00 Å). Les structures 
capturées présentaient 12 hélices transmembranaires réparties en deux lobes pseudo-symétriques N 
et C-terminaux, ce qui acte plus définitivement l’appartenance de la ferroportine à la grande famille 
des transporteurs MFS.  

Conformément à ce qui est habituellement décrit chez les protéines MFS, Taniguchi et collaborateurs 
ont également identifié des réseaux d’interactions non covalentes extra- et intracytoplasmiques 
(Solcan et al, 2012; Stelzl et al, 2014; Fowler et al, 2015; Quistgaard et al, 2016; Taniguchi et al, 2015). 
Ces réseaux, qui forment les « gates » extra- et intracellulaires, stabilisent les conformations extrêmes 
« inward- » et « outward-facing » au travers de liaisons intra- et inter-lobes. 

L’équipe japonnaise a, par ailleurs, décrit un site de liaison du fer au sein du lobe N-terminal. La 
localisation était conforme aux conclusions de travaux plus anciens menés par Bonaccorsi di Patti et 
collaborateurs (voir ce qui suit), quoique peu commune au regard de ce qui est habituellement observé 
chez les protéines MFS (Yan, 2013, 2015; Taniguchi et al, 2015; Bonaccorsi di Patti et al, 2014). 

Les structures expérimentales de BbFpn ainsi qu’un travail d’alignement des séquences bactérienne et 
humaine ont permis au Dr. Isabelle Callebaut de construire de nouveaux modèles tridimensionnels de 
l’exportateur de fer humain dans les deux conformations « inward- » et « outward-facing » (Figure 15) 
(Ka et al, 2018).  
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Figure 15 : Modèles tridimensionnels de la ferroportine humaine construits par le Dr. Isabelle Callebaut à partir 
des structures expérimentales de l’homologue bactérien BbFpn, cristallisé par Taniguchi et collaborateurs en 
2015. 
Vue latérales des modèles 3D de la ferroportine humaine en conformation « inward- » et « outward-facing » 
(Taniguchi et al, 2015; Ka et al, 2018). 
 
Par la suite, Deshpande et collaborateurs ont cristallisé cet homologue bactérien en présence de 
calcium (PDB 6BTX ; résolution 3,20 Å) (voir ce qui suit) (Deshpande et al, 2018).  

Ce n’est que très récemment, en Août 2020, que Billesbølle et collaborateurs ont publié les premières 
structures expérimentales de la ferroportine humaine, obtenues par cryomicroscopie électronique 
(Billesbølle et al, 2020). Ces structures, déterminées en absence (PDB 6W4S) ou en présence de cobalt 
et d’hepcidine (PDB 6WBV), présentent de bonnes résolutions globales (3,20 et 2,50 Å 
respectivement). Un manque d’homogénéité peut toutefois limiter la mise en évidence ou l’étude de 
certaines interactions à une échelle plus locale.  

Il est important de souligner que les structures expérimentales publiées par Billesbølle et 
collaborateurs sont très proches des modèles 3D de la ferroportine humaine construits par le Dr. 
Isabelle Callebaut à partir des structures expérimentales de BbFpn.   

 

b- Mécanisme d’export du fer de la ferroportine 
 

Bien que l’homologue bactérien ait été cristallisé dans les deux conformations extrêmes « inward- » 
et « outward-facing », les mécanismes moléculaires permettant à la ferroportine de basculer d’un état 
conformationnel à l’autre ne sont pas encore clairement élucidés. 

Une étape très importante a sans doute été franchie suite à la publication de Deshpande et 
collaborateurs en 2018 (Deshpande et al, 2018). Dans cette publication, les auteurs indiquent que le 
calcium extracellulaire est un co-facteur indispensable au transport du fer. L’existence d’un co-facteur 
est classique sans être indispensable chez les protéines MFS. Lorsqu’il est nécessaire, il induit un 
changement de conformation qui permet au transporteur soit de transporter le substrat et le co-
facteur dans la même direction (symporteur), soit de les transporter dans des directions opposées 
(antiporteur) (Yan, 2015). L’hypothèse retenue par le groupe américain est celle d’une protéine qui 
fixerait le calcium extracellulaire dans une conformation « outward-facing », pour ensuite basculer 
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vers une structure « inward-facing » compatible avec la prise en charge du fer intracellulaire. Deux 
sites distincts sont identifiés pour les deux cations divalents : au sein du lobe N-ter pour le Ca2+, et au 
sein du lobe C-ter pour le Fe2+. 

Cette hypothèse a le mérite de répondre aux interrogations de Taniguchi et collaborateurs quant à la 
localisation peu classique du site de liaison du substrat au sein du lobe N-ter pour une protéine 
appartenant à la famille des transporteurs MFS (Taniguchi et al, 2015; Yan, 2015). On doit par ailleurs 
remarquer qu’elle n’annule pas totalement les résultats de différentes équipes qui ont cherché à 
identifier les acides aminés critiques pour la liaison du fer dans le lobe N-ter, puisque certains de ces 
acides aminés peuvent tout à fait participer à la coordination du calcium. 

La question du site de liaison du fer dans le lobe C-ter et des acides aminés qui le composent est 
ouverte, avec des résultats très intéressants qui viennent d’être publiés par Billesbølle et 
collaborateurs (Billesbølle et al, 2020). 

 

i. Site de liaison du calcium dans le lobe N-ter  
 

C’est en cherchant à identifier une structure locale enrichie en acides aspartiques et glutamiques ainsi 
qu’en histidines, que l’équipe de Bonaccorsi di Patti et collaborateurs avaient initialement identifié 
deux résidus candidats pour la fixation du fer dans le lobe N-ter de la ferroportine (Bonaccorsi di Patti 
et al, 2014). Via leurs chaines latérales chargées négativement (Asp/Glu) ou contenant un noyau 
imidazole (His), ces acides aminés interviennent, en effet, communément dans les sites de liaison du 
fer de différentes protéines non héminiques que sont par exemple la transferrine, la lactoferrine, la 
céruloplasmine ou encore DMT1 (Lindley et al, 1997; Baker et al, 2003; Ehrnstorfer et al, 2014; Dudev 
& Nikolova, 2016). Les conclusions de l’équipe italienne étaient en partie basées sur des expériences 
d’accumulation intracellulaire de 55Fe, réalisées à partir de cellules HEK293T surexprimant la 
ferroportine humaine de type sauvage ou mutée. Dans ce modèle, les mutations p.Asp39Ala et 
p.Asp181Val réduisaient fortement la capacité de la ferropotine à exporter le fer (Figure 16A). 

L’année suivante, Taniguchi et collaborateurs ont cristallisé l’homologue bactérien de la ferroportine 
(BbFpn) en présence de Fe2+. Une intensité de signal différente est apparue au centre du lobe N-
terminal semblant confirmer l’existence d’un site de liaison du substrat impliquant les résidus Thr20, 
Asp24, Asn196, Ser199 et Phe200 (correspondant respectivement aux résidus Ser35, Asp39, Asn212, 
Ser215 et Met216 chez l’Homme). En mesurant l’activité de transport et l’affinité de liaison pour le fer 
et le cobalt (un autre substrat de la ferroportine) du transporteur de type sauvage ou muté, Taniguchi 
et collaborateurs ont insisté, une fois de plus, sur l’importance du résidu Asp24 (Asp39 chez l’Homme) 
pour la fonction d’export du fer de la ferroportine. Le rôle critique de l’asparagine 196 (Asn212 chez 
l’Homme) a également été rapporté (Figure 16A) (Taniguchi et al, 2015).    

La structure expérimentale de BbFpn obtenue par Deshpande et collaborateurs en présence de CaCl2 
(PDB 6BTX) suggère que le calcium vient se loger au sein du lobe N-terminal, au niveau d’un site de 
liaison formé par les résidus Asp24, Gln84, Asn196 et Glu203. L’importance de ces acides aminés, 
extrêmement conservés entre espèces et correspondant respectivement chez l’Homme aux résidus 
Asp39, Gln99, Asn212 et Glu219, a été étudiée in vitro. Les résultats d’expériences de titration 
calorimétrique isotherme (à partir de calcium et de protéines bactérienne et murine de type sauvages 
ou mutées) et d’export de fer (à partir d’oocytes de xénopes exprimant la ferroportine humaine de 
type sauvage ou mutée) confortent l’hypothèse d’une liaison importante des 4 résidus identifiés avec 
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le calcium et d’une étape indispensable à la prise en charge et à l’export du fer intracellulaire 
(Deshpande et al, 2018).  

On remarque que le site de liaison du calcium ne recouvre que partiellement celui qui avait été 
initialement proposé pour le fer (Figure 16B) (Bonaccorsi di Patti et al, 2014; Taniguchi et al, 2015; 
Deshpande et al, 2018). De nouveaux travaux seront nécessaires pour préciser le mode de 
coordination du calcium par la ferroportine et identifier de nouveaux acides aminés critiques.  

 

 

Figure 16 : Localisation, sur le modèle 3D de la ferroportine humaine construit par le Dr. Isabelle Callebaut en 
conformation « outward-facing », des sites de liaison du fer et du calcium successivement proposés. 
(A) Position du site de liaison du fer, comprenant les résidus Asp39, Asp181 et Asn212, proposée par Bonaccorsi 
Di Patti et collaborateurs en 2014 puis par Taniguchi et collaborateurs en 2015 (Bonaccorsi di Patti et al, 2014; 
Taniguchi et al, 2015). (B) Localisation du site de coordination du calcium incluant les résidus Asp39, Gln99, 
Asn212 et Glu219, suggérée par Deshpande et collaborateurs en 2018 (Deshpande et al, 2018). 
 

 

ii.  Site de liaison du fer dans le lobe C-ter 
 

Leurs travaux attribuant le site de liaison localisé au sein du lobe N-terminal à la coordination du 
calcium, Deshpande et collaborateurs ont reposé la question du positionnement du site de liaison du 
métal (Deshpande et al, 2018). 

L’observation de la structure expérimentale de l’homologue bactérien les a conduits à s’intéresser tout 
particulièrement à l’hélice transmembranaire 7 du lobe C-terminal. Cette hélice possède une 
conformation spécifique avec un segment « déroulé » qui la divise en deux parties bien distinctes : 
TM7a et TM7b. Au contact des hélices 8, 10 et 11, ce segment « déroulé » pourrait former une 
« poche » susceptible d’accueillir le fer. Par ailleurs, les auteurs ont observé, en comparant les 
conformations « outward- » et « inward-facing » de BbFpn, que la partie TM7b fermait partiellement 
cette poche en se déplaçant latéralement ce qui participerait à la séquestration du substrat pendant 
le basculement conformationnel « inward- »/« outward-facing ». Ce type de configuration a été 
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proposé pour les sites de liaison du substrat de différentes autres protéines MFS, comme le 
transporteur de fructose GLUT5 et le transporteur de xylose XylE (Nomura et al, 2015).   

Dans leur article, Deshpande et collaborateurs identifient l’acide aspartique 325 comme étant un 
résidu clé de la coordination du fer. Ces auteurs avaient initialement établi un lien entre ce résidu et 
l’histidine 261 qui aurait permis la coordination directe du cation divalent Ni2+ sur une structure 
nouvellement cristallisée de l’homologue bactérien BbFpn. Leur hypothèse est notamment confortée 
par des expériences de relarguage de 55Fe montrant que les mutations p.Asp325Ala, p.Asp325His, 
p.Asp325Asn affectent significativement la capacité de la ferroportine humaine à exporter le fer 
contenu dans des oocytes de xénopes (Deshpande et al, 2018).  
 
Il est important de souligner ici que Billesbølle et collaborateurs, qui viennent tout juste de publier les 
premières structures 3D expérimentales de la ferroportine humaine, confirment l’existence d’un site 
de liaison du fer dans le lobe C-terminal. En plus de Asp325, ils identifient les résidus Asp504 et His507 
comme étant des acides aminés critiques pour la coordination du fer (Figure 17) (Billesbølle et al, 
2020). 
 

 

Figure 17 : Site de liaison du fer identifié par Billesbølle et collaborateurs dans le lobe C-terminal de la 
ferroportine par des simulations de dynamique moléculaire (Billesbølle et al, 2020).  
Ces simulations ont été réalisées en présence de Fe2+ à partir de la structure 3D expérimentale de la ferroportine 
humaine déterminée par cryomicroscopie électronique en absence d’hepcidine et de cobalt (PDB 6W4S).    
 

 

iii. Modèle du cycle de transport du fer par la ferroportine selon Deshpande et 
collaborateurs 

 

Le modèle du cycle de transport du fer par la ferroportine finalement proposé par Deshpande et 
collaborateurs est le suivant (Deshpande et al, 2018) :  

(i) Le calcium extracellulaire viendrait tout d’abord se fixer au niveau de son site de liaison, 
situé au sein du lobe N-terminal, lorsque la ferroportine se trouverait en conformation 
« outward-facing » (conformation de base) (Figure 18A).  

(ii) La fixation du cation divalent entrainerait le basculement de la protéine en conformation 
« inward-facing ». Le fer viendrait alors se loger dans la poche, formée notamment par 
l’acide aspartique 325 au niveau du TM7 du lobe C-terminal (Figure 18B).  
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(iii) La ferroportine rebasculerait ensuite dans sa conformation initiale « outward-facing », 
permettant ainsi la libération du fer dans le compartiment sanguin (Figure 18C).  

 

 

 

Figure 18 : Modèle du mécanisme d’export du fer de la ferroportine proposé par Deshpande et collaborateurs 
en 2018 (Deshpande et al, 2018).  
(A) Le calcium extracellulaire se fixe au niveau du lobe N-terminal de la ferroportine en conformation « outward-
facing ». (B) La protéine bascule alors en conformation « inward-facing » et le fer intracellulaire vient se fixer au 
niveau du lobe C-terminal. (C) La ferroportine va à nouveau subir un changement conformationnel pour revenir 
à sa conformation « outward-facing » initiale afin d’expulser le fer dans le compartiment sanguin.   
 

Le rôle du calcium dans le mécanisme d’export du fer nécessite d’être confirmé par d’autres équipes. 
En ce sens, nous pouvons déjà remarquer que, bien qu’ils n’aient pas observé de Ca2+ au niveau du 
lobe N-terminal de la ferroportine humaine par cryomicroscopie électronique, Billesbølle et 
collaborateurs rapportent que la présence de calcium augmente la capacité de la ferroportine à 
exporter le fer d’environ 40 % (Billesbølle et al, 2020).     

Au-delà du modèle ici présenté, de nombreuses questions demeurent quant à la façon dont le fer et 
son co-facteur transitent vers leurs sites de coordination respectifs et quelles conséquences leurs 
fixations ont sur le repositionnement de certaines hélices et les changements de conformations du 
transporteur. Une interrogation subsiste également sur le devenir du calcium fixé par la ferroportine, 
puisque celui-ci ne semble pas être libéré lors de l’ouverture du transporteur vers le cytoplasme 
(Deshpande et al, 2018) ; comme nous pourrions pourtant l’attendre pour un antiporteur. 
L’importance des « gates » extra- et intracellulaires dans la stabilité des conformations « inward-» et 
« outward-facing » ainsi que dans la dynamique du transport du fer mérite également une attention 
particulière (voir ce qui suit).  

 

iv.  Les « gating-residues » 
 

1. Implication des « gating-residues » dans le cycle de transport des protéines 
MFS 

 

Les premières structures expérimentales de transporteurs MFS ont été publiées en 2003. Depuis, leur 
nombre n’a cessé d’augmenter, permettant une comparaison plus aboutie de différentes protéines 
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dans différentes conformations (Abramson et al, 2003; Huang et al, 2003; Quistgaard et al, 2016). Le 
modèle général de transport des protéines MFS, basé sur un accès alternatif au substrat et deux 
conformations extrêmes « inward- » et « outward-facing », comme proposé par Oleg Jardetzky en 
1966, a ainsi peu à peu évolué (Jardetzky, 1966).  

Le modèle aujourd’hui retenu est celui du « clamp-and-switch ». Dans ce modèle, la fixation du 
substrat provoque la flexion de certaines hélices transmembranaires ce qui a pour effet d’isoler le 
substrat du milieu intra- ou extracellulaire. C’est le « clamping ». La protéine bascule ensuite vers la 
conformation extrême inverse afin de permettre la libération du substrat de l’autre côté de la 
membrane. Il s’agit du « switching ». Les mêmes étapes permettent au transporteur de se 
repositionner dans sa conformation basale (Figure 19) (Quistgaard et al, 2016). On peut remarquer 
que le premier changement de conformation peut dépendre d’un co-facteur et le second du substrat.  

 

 

Figure 19 : Modèle du « clamp-and-switch » (Quistgaard et al, 2016).  
La fixation du substrat entraine un déplacement de plusieurs hélices transmembranaires qui vont fermer l’accès 
au site de liaison du substrat (étape de « clamping »). S’ensuivra un basculement complet des deux lobes N et C-
terminaux dans la conformation extrême inverse (étape de « switching ») ce qui conduira à la libération du 
substrat de l’autre côté de la membrane.  
 

Les changements conformationnels successifs entre les deux conformations extrêmes « inward- » et 
« outward-facing » sont finement orchestrés par des réseaux d’interactions intra- et inter-lobes. Des 
liaisons non covalentes (ponts salins, liaisons hydrogènes, liaisons hydrophobes) s’établissent et se 
défont tout au long du cycle de transport entre des acides aminés particuliers appelés « gating-
residues ». Ces réseaux d’interactions, qui se forment aux extrémités intra- et extracellulaires des lobes 
N et C-terminaux, constituent respectivement les « gates » intra- et extracellulaires. Ces dernières 
isolent tour à tour le site de liaison du substrat du cytoplasme ou du milieu extracellulaire et évoluent 
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pour favoriser les changements de conformations (Solcan et al, 2012; Stelzl et al, 2014; Fowler et al, 
2015; Quistgaard et al, 2016).  

L’importance des « gating-residues » pour la fonction des transporteurs MFS a notamment été 
démontrée chez le transporteur PepTSt de Streptococcus thermophilus. En mutant différents acides 
aminés polaires en alanine, Solcan et collaborateurs ont montré que l’établissement de ponts salins 
entre différentes hélices des lobes N et C-terminaux était indispensable pour stabiliser le transporteur 
en conformation « inward-facing », les mutations ayant pour conséquence d’empécher ou de réduire 
le transport du substrat (Solcan et al, 2012).    

   
 

2. « Gates » intra- et extracellulaire de BbFpn 
 

Les travaux de Taniguchi et collaborateurs ont permis d’obtenir des représentations 3D de 
l’homologue bactérien BbFpn à l’échelle atomique. Cela a permis aux auteurs d’identifier des résidus 
susceptibles de participer à l’établissement des « gates » intra- et extracellulaires au niveau de la 
protéine bactérienne et, par homologie, au niveau de la protéine humaine (Taniguchi et al, 2015).  

L’analyse de la structure expérimentale de BbFpn en conformation « inward-facing » a révélé que la 
« gate » extracellulaire repose sur des interactions hydrophobes entre les résidus Phe29, Phe33, Leu36 
et Leu 43 du lobe N-ter et les résidus Val263, Ala267, Ile280 et Phe402 du lobe C-ter. Seuls les résidus 
Phe29, Leu43 et Phe402 sont hautement conservés entre espèces. Ces derniers correspondent 
respectivement chez l’Homme aux acides aminés Phe44, Leu58 et Phe520 (Figure 20).  
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Figure 20 : Alignement de la séquence protéique de BbFpn avec celles de différentes ferroportines (FPN) 
eucaryotes (Taniguchi et al, 2015).  
HsFPN (Homo sapiens), MmFPN (Mus musculus), XtFPN (Xenopus tropicalis) et DrFPN (Danio rerio).  
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La « gate » intracellulaire, quant à elle, comprend deux sous-réseaux d’interactions qui stabilisent 
BbFpn en conformation « outward-facing » via des ponts salins et des liaisons hydrogènes (Figure 21). 
Le premier réseau s’établit entre les hélices transmembranaires 2, 3, 4 et 11. L’Asp140 forme des ponts 
salins avec l’Arg371 et l’Arg73, qui, elle-même interagit avec Glu368 également par l’intermédiaire 
d’un pont salin. L’Asp69, quant à elle, établit une liaison hydrogène avec Glu373. La liaison hydrogène 
entre les résidus Asn155 et Gln363 constitue un second réseau d’interaction entre les hélices 
transmembranaires 5 et 10. On peut remarquer que tous les résidus identifiés par l’équipe japonaise 
comme participant à la « gate » intracellulaire de la protéine bactérienne, à l’exception de Glu373, 
sont hautement conservés entre espèces. Ces derniers correspondent chez l’Homme, respectivement 
aux résidus Asp157, Arg489, Arg88, Glu486, Asp84, Asn174 et Gln481 (Figures 20 et 21).  

 

 

Figure 21 : Réseaux d’interactions intra- et inter-lobes formant la « gate » intracellulaire de l’homologue 
bactérien BbFpn; décrits par Taniguchi et collaborateurs en 2015 (d'après Guellec et al, 2019).  
Les résidus bactériens apparaissent en gras, les résidus orthologues humains entre parenthèses (Taniguchi et al, 
2015). 
 

3. Première étude structure/fonction de la « gate » intracellulaire de la 
ferroportine humaine 

 

En 2005, le laboratoire de génétique moléculaire du CHRU de Brest a identifié la variation faux-sens 
p.Arg178Gln chez un patient présentant un phénotype évocateur d’hémochromatose de type 4A ou 
maladie de la ferroportine. En collaborant avec différentes équipes au niveau européen, le laboratoire 
est parvenu à identifier un total de 22 patients porteurs de la variation p.Arg178Gln et à conforter 
l’hypothèse d’une surcharge en fer associée à une perte de fonction de la ferroportine. Les tests 
fonctionnels alors réalisés par l’équipe dans laquelle j’ai réalisé ma thèse ont révélé un défaut d’export 
du fer sans diminution de la présence de la protéine mutée à la surface des cellules. Le Dr. Isabelle 
Callebaut a alors été sollicitée afin de comprendre l’importance structurale et/ou fonctionnelle de 
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l’arginine 178 et d’évaluer l’impact de sa substitution en glutamine. La cristallisation de l’homologue 
bactérien de la ferroportine a permis de construire un modèle de la ferroportine humaine en 
conformation « outward-facing » et de poser l’hypothèse de la perte d’un pont salin entre Arg178 
(TM5) et Asp473 (TM10) (Figure 22).  

 

Figure 22 : Représentation en ruban du modèle 3D de la ferroportine humaine construit par le Dr. Isabelle 
Callebaut en conformation « outward-facing », avec les différents réseaux d’interactions qui formeraient la « 
gate » intracellulaire. 
Les deux réseaux d’interaction suggérés par Taniguchi et collaborateurs entre les hélices transmembranaires 2, 
3, 4, 11 et 5 et 10 ainsi que le pont salin entre Arg178 (TM5) et Asp473 (TM10) révélé par l’équipe sont 
représentés (Taniguchi et al, 2015; Ka et al, 2018).  
 

Plus de 12 ans auront été nécessaires pour caractériser le variant faux-sens p.Arg178Gln sur le plan 
clinique et fonctionnel. Ce travail a permis de proposer un nouveau mécanisme physiopathologique 
basé sur l’importance des « gating-residues » (Ka et al, 2018; Vlasveld & Swinkels, 2018). Il a surtout 
été à l’origine de travaux plus aboutis, auxquels j’ai participé et qui permettent aujourd’hui d’avoir une 
vision très fine des réseaux d’intéractions qui composent la « gate » intracellulaire de la ferroportine 
humaine. Des différences importantes ont été observées par rapport aux propositions initialement 
formulées par Taniguchi et collaborateurs sur la base de la structure de l’homologue bactérien de la 
ferroportine (voir résultats) (Taniguchi et al, 2015; Guellec et al, 2019). 

 

c- Régulation post-traductionnelle de la ferroportine par l’hepcidine 
 

Bien que des étapes clés intervenant dans la régulation post-traductionnelle de la ferroportine par 
l’hepcidine aient été identifiées (liaison de l’hepcidine à la ferroportine membranaire, ubiquitination 
du transporteur, internalisation et dégradation de la ferroportine), certaines questions restent posées.  

L’implication du lobe N-terminal dans le mécanisme d’internalisation et de dégradation du 
transporteur en présence d’hepcidine était, en particulier et jusque très récemment, assez mal 
comprise. On remarque que le lobe N-ter concentre des variations qui ont été associées à des 
résistances partielles de la ferroportine à l’hepcidine (Le Tertre et al, 2017). C’est notamment le cas 
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des variations faux-sens p.Asn144Thr et p.Asn144Asp qui avaient initialement été évaluées comme 
n’empêchant pas la liaison de l’hepcidine à la ferroportine mais qui avaient pourtant été associées à 
une moindre internalisation du transporteur en présence du peptide régulateur (Drakesmith et al, 
2005; Fernandes et al, 2009). Une première hypothèse a consisté à dire que le lobe N-terminal de la 
ferroportine, à défaut d’être directement impliqué dans la fixation de l’hepcidine, prenait part à des 
changements conformationnels du transporteur lors de la fixation du peptide régulateur. Ces 
remaniements struturaux auraient permis la libération de la grande boucle intracellulaire (IC3) 
contenant les lysines sensibles à l’action d’ubiquitines ligases, dont la lysine 240 (Fernandes et al, 2009; 
Taniguchi et al, 2015; Ross et al, 2012; Qiao et al, 2012) . 

Fin 2018, Aschemeyer et collaborateurs ont publié les résultats d’une étude structurale et 
fonctionnelle portant sur 11 variations faux-sens, précédemment identifiées chez des patients atteints 
d’hémochromatose de type 4B (Aschemeyer et al, 2018). Les auteurs suggérent que les acides aminés 
Tyr64, His507, Ser71, Gly204, Asp270 et Ser338 sont impliqués dans des changements 
conformationnels de la ferroportine à la suite de la fixation de l’hepcidine, changements qui, de part 
la localisation des différents résidus, impliqueraient à la fois le lobe N-ter et le lobe C-ter. Ils indiquent 
par ailleurs que les résidus Cys326, Tyr501, Asp504, Asn144 et Val72, localisés sur les deux lobes du 
transporteur, pourraient intervenir directement dans la liaison hepcidine/ferroportine. 

Ces différentes observations, qui sont en partie corroborées par les résultats très récents de Billesbølle 
et collaborateurs (Billesbølle et al, 2020), mettent en lumière une coopération fonctionnelle entre les 
deux lobes de la ferroportine. L’hepcidine viendrait se loger à l’interface des hélices 2, 4, 7 et 11, en 
établissant toutefois des intéractions plus nombreuses avec le lobe C-ter (Figue 23A). Cette fixation 
provoquerait des changements de conformation à l’échelle de l’ensemble de la protéine (Figure 23B).   

 

 

Figure 23 : Fixation de l’hepcidine et changements conformationnels de la ferroportine (d'après Billesbølle et 
al, 2020).  
(A) Représentation en ruban du complexe ferroportine/hepcidine en présence de cobalt (un autre substrat du 
transporteur) dont la structure a été déterminée par cryomicroscopie électronique. La ferroportine apparait en 
vert, l’hepcidine en jaune et le cobalt en rose. (B) Superposition des représentations en ruban des structures de 
la ferroportine seule (en bleu) et de la ferroportine (en vert) en présence d’hepcidine (en jaune) et de cobalt (en 
rose) qui ont été déterminées par cryomicroscopie électronique. Les changements conformationnels du 
transporteur, induits par la fixation du peptide régulateur, sont matérialisés par des flêches rouges.   
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En plus d’apporter une meilleure vision de l’interaction hepcidine/ferroportine et des remaniements 
structuraux qui s’ensuivent, les travaux de cryomicroscopie électronique, menés par Billesbølle et 
collaborateurs, ont révélé que les deux sites de coordination, situés dans les lobes N et C-terminaux 
du transporteur, liaient le métal (correspondant dans ce cas à du cobalt). Des simulations de 
dynamique moléculaire, réalisées en présence de Fe2+, les ont toutefois conduits à observer que le fer 
se logeait principalement dans le lobe C-terminal, au niveau des résidus Asp325, Asp504 et His507, et 
que celui-ci n’intéragissait qu’occasionnellement avec l’Asp39 du lobe N-terminal.  

Les auteurs ont mis en évidence une liaison plus importante de l’hepcidine à la ferroportine en 
présence de fer. Différentes intéractions, impliquant notamment les résidus Cys326, His507 et Asp325 
du lobe C-terminal, ont été observées entre la ferroportine, le métal (cobalt) et l’hepcidine sur la 
structure 3D expérimentale de la ferroportine humaine, déterminée par cryomicroscopie électronique. 
A l’issue de leurs travaux, les auteurs ont proposé un nouveau modèle de régulation de la ferroportine 
par l’hepcidine : l’affinité plus forte de l’hepcidine pour la ferroportine en présence de fer permettrait 
au peptide régulateur de cibler préférentiellement les ferroportines « actives », chargées en fer 
(Billesbølle et al, 2020).   
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Objectifs 
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J’ai réalisé ma thèse au sein de l’unité mixte de recherche 1078 (Inserm, Université de Bretagne 
Occidentale, Etablissement Français du Sang) dans le groupe « Maladies Héréditaires du Métabolisme 
du Fer et Groupes Sanguins » co-dirigé par le Pr. Gérald Le Gac et le Dr. Yann Fichou. Je me suis 
intéressée aux bases moléculaires de l’hémochromatose de type 4 et au mécanisme d’export du fer 
intracellulaire chez l’Homme en réalisant différentes expériences de génétique fonctionnelle. 

Une partie de mes travaux se sont inscrits dans la continuité de la collaboration mise en place par le 
Pr. Gérald Le Gac et le Dr. Isabelle Callebaut (UMR CNRS 7590, Institut de Minéralogie, de Physique 
des Matériaux et de Cosmochimie, IMPMC, Sorbonne Université, Paris). Cette collaboration répond à 
un double objectif : i) caractériser sur le plan clinique et fonctionnel un ensemble de variants faux-sens 
rares ou privés associés à l’hémochromatose de type 4, et ii) étudier le mécanisme d’export du fer et 
la régulation de la ferroportine par l’hepcidine au travers d’une approche combinant analyses 
structurales par modélisations et tests fonctionnels in vitro. Les questions posées se situent à 
l’interface d’une recherche clinique et d’une recherche plus fondamentale. C’est de cette façon que 
les équipes brestoise et parisienne ont récemmment pu proposer un nouveau mécanisme 
physiopathologique en démontrant que la substitution p.Arg178Gln empêchait l’établissement d’un 
pont salin entre l’arginine 178 et l’acide aspartique 473, avec pour conséquences de déstabiliser la 
ferroportine dans la conformation « outward-facing » et de réduire l’export du fer sans limiter la 
présence de la protéine à la membrane plasmique (Ka et al, 2018).   

Une partie de mon travail de thèse a ainsi consisté à identifier d’autres acides aminés qui forment la 
« gate » intracellulaire de la ferroportine humaine au travers de liaisons non covalentes présentes du 
côté cytoplasmique. Un échange entre données théoriques, issues de l’observation des structures et 
de leur dynamique, et données expérimentales a permis de mettre en lumière de probables 
changements structuraux qui précèderaient le basculement vers les conformations «occluded » et 
« inward-facing » et qui joueraient probablement un rôle essentiel dans le mécanisme de transport du 
fer intracellulaire. Cela a également permis de conforter l’hypothèse selon laquelle les mutations de 
« gating-residues » interviennent de façon récurrente dans la survenue des surcharges en fer 
observées chez les patients atteints d’une hémochromatose de type 4A, ou maladie de la ferroportine 
(articles 1, et article 2 en cours de rédaction). 

La seconde partie de mon travail de thèse a consisté à étudier les bases moléculaires d’un mécanisme 
de résistance partielle à l’hepcidine attribué à des variations faux-sens localisées dans le lobe N-ter de 
la ferroportine. J’ai réalisé ces travaux en collaboration avec le Dr. Kévin Uguen, que j’ai co-encadré 
durant son Master 2 avant qu’il décide de rejoindre notre groupe pour réaliser une thèse de sciences. 
En focalisant notre attention sur les variants p.Gly204Ser et p.Ser47Phe, nous confirmons certains des 
résultats obtenus par d’autres groupes, notamment ceux publiés par Aschemeyer et collaborateurs en 
2018. Mais nous avançons également l’idée de mutations ambivalentes qui conduisent à une perte de 
la fonction d’export du fer tout en limitant la capacité de l’hepcidine à provoquer l’internalisation puis 
la dégradation du transporteur (article 3, et article 4 en cours d’écriture). 

La troisième partie de mon travail de thèse est liée à des échanges au sein de notre groupe de 
recherche, en lien avec le Dr. Isabelle Callebaut, au sujet de différentes publications. J’ai tout d’abord 
été intriguée par certains des résultats présentés par Deshpande et collaborateurs au sujet du rôle 
attribué à l’acide aspartique 325 au niveau du site de liaison du fer nouvellement positionné dans le 
lobe C-terminal de la ferroportine humaine. L’acide aspartique est l’un des trois acides aminés (avec 
l’acide glutamique et l’histidine) qui sont régulièrement identifiés au sein des sites de liaison du fer de 
différentes protéines. Je n’ai néanmoins pas été convaincue des résultats présentés par l’équipe 
américaine suggèrants que les variations p.Asp325Ala, p.Asp325His et p.Asp325Asn conduisent toutes 
les trois à un défaut d’export du fer sans modification de la présence des trois protéines mutées à la 
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membrane plasmique en comparaison de la protéine de type sauvage. J’ai souhaité répliquer ces 
résultats sur la base des méthodologies développées dans notre laboratoire. J’apporte des résultats 
contradictoires. Ces résultats sont encore insuffisants pour être valorisés, mais ils posent les bases 
d’une exploration plus aboutie du site de liaison du fer par nos deux équipes. La seconde interrogation 
a porté sur un possible effet des mutations faux-sens associées à l’hémochromatose de type 4 sur 
l’épissage de l’ARN pré-messager du gène SLC40A1. Les variations exoniques sont de plus en plus 
associées à des anomalies d’épissage et, pour certaines, à des effets au niveau de l’ARN et de la 
protéine. Compte-tenu de l’hétérogénéité phénotypique observée dans l’hémochromatose de type 4, 
et de l’expertise développée dans le groupe « Maladies Héréditaires du Métabolisme du Fer et 
Groupes Sanguins » sur l’analyse in vitro des variants d’épissage, j’ai engagé une étude systématique 
de l’effet des variations faux-sens du gène SLC40A1 associées à un phénotype de surcharge en fer. Les 
résultats obtenus sont présentés dans l’article 5. 

Enfin, au cours de ma thèse, il m’a été demandé de participer à la mise en place d’un nouveau modèle 
d’étude in vitro de la ferroportine. A terme, l’objectif est de pouvoir étudier les protéines ferroportines 
de type sauvage et mutées dans un environnement physiologique et sans surexpression. Le modèle 
ciblé est le macrophage de type M2 (non pro-inflammatoire et capable d’érythro-endocytose) qui peut 
être directement généré à partir de monocytes isolés de patients. Au moment de débuter ma thèse, 
l’accès à des monocytes de patients ou de donneurs sains n’avait pas encore été organisé. Le protocole 
pour différencier les monocytes en macrophages naïfs et les polariser en macrophages de type M2 
n’était pas validé. Surtout, les bases expérimentales permettant de détecter la protéine endogène, de 
quantifier sa capacité à exporter le fer et d’apprécier sa sensibilité à l’hepcidine n’avaient pas été 
consolidées, voire établies. Pour débuter le projet nous avons opté pour la lignée monocytaire 
humaine THP-1 et la création de quelques mutants par édition génique de type CRISPR-Cas9. Cette 
partie de ma thèse a enrichie mon expérience à la paillasse mais elle a aussi été très difficile à faire 
progresser. Le travail méthodologique réalisé et les quelques résultats obtenus sont présentés à la fin 
de la partie « Résultats ». 
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Résultats 
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I- Organisation structurale et fonctionnelle de la « gate » 
intracellulaire de la ferroportine humaine 

 

Après avoir associé la mutation p.Arg178Gln à un nouveau mécanisme physiopathologique de 
l’hémochromatose de type 4, les équipes UMR1078 et UMR7590 ont engagé une étude approfondie 
de l’organisation structurale et fonctionnelle de la « gate » intracellulaire de la ferroportine humaine. 
Ces travaux ont donné lieu à deux nouveaux articles (Guellec et al, 2019)(Le Tertre et al, 2020 ; en 
cours de rédaction).  

 

a- Article “Molecular model of the ferroportin intracellular gate and implications 
for the human iron transport cycle and hemochromatosis type 4A “ 
 

Dans ce premier article, l’objectif principal était de comparer le modèle 3D de la ferroportine humaine, 
en conformation « outward-facing », à la structure expérimentale de l’homologue bactérien, publiée 
par Taniguchi et collaborateurs (Taniguchi et al, 2015), afin d’identifier des résidus participants à la 
formation et à la stabilisation de la « gate » intracellulaire chez l’Homme (Guellec et al, 2019).  
Des études in vitro, combinées à l’analyse de la structure statique du modèle 3D de la ferroportine 
humaine, nous ont permis de vérifier l’implication des résidus Asp84, Arg88, Asp157, Asn174 et Arg489 
dans l’établissement de ponts salins et de liaisons hydrogènes. L’importance des résidus Gln481 et 
Glu486 n’a en revanche pas été confirmée. Des simulations de dynamique moléculaire, réalisées sur 
un temps court (100 ns), nous ont permis d’expliquer ces différents résultats en révélant le caractère 
stable ou transitoire (voire très transitoire) des interactions formées par ces différents acides aminés. 
Par ailleurs, ces simulations ont mis en lumière de nouvelles interactions impliquant parfois des résidus 
spécifiques de la ferroportine humaine. C’est le cas du résidu Gln478 dont l’importance a été confirmée 
in vitro.  
 
Cette première étude structure/fonction, qui nous a permis de dépasser les propositions initialement 
formulées par Taniguchi et collaborateurs, souligne l’importance des simulations de dynamique 
moléculaire par rapport à la seule analyse du modèle 3D de la ferroportine humaine en mode statique.  
D’autre part, l’identification de 10 nouveaux « gating-residues » (Asp81, Asp84, Lys85, Arg88, Asp157, 
Asn174, Gln478, Arg489, Gly490 et Ile491), nous a conduit à observer que 7 d’entre eux (Asp84, Arg88, 
Asp157, Asn174, Arg178, Arg489, et Gly490) avaient été associés à 13 mutations décrites chez des 
patients présentant un phénotype évocateur de l’hémochromatose de type 4A. Ce constat confirme 
ainsi de manière plus définitive l’importance de ce nouveau mécanisme physiopathologique dans la 
maladie (Ka et al, 2018; Vlasveld & Swinkels, 2018).  
 
N.B. Dans ce projet, j’ai participé aux analyses expérimentales en soutien du travail réalisé en grande 
partie par Julie Guellec, également doctorante dans l’équipe.  
 
Cet article, présenté ci-dessous, a été publié dans le « FASEB Journal » en novembre 2019 (Guellec et 
al, 2019). 
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b- Article “New insights into the step-by-step mechanism of iron export by human 
ferroportin and the underlying molecular basis of disease” 

 

L’identification et la caractérisation fonctionnelle de la mutation p.Gln478Arg, affectant le « gating-
residue » Gln478 nouvellement révélé, nous ont amené à poursuivre nos travaux autour de la « gate » 
intracellulaire de la ferroportine humaine (Le Tertre et al. 2020, en cours de rédaction).    

Dans ce second article, nous avons tiré profit des simulations de dynamique moléculaire, réalisées à 
partir du modèle de la ferroportine humaine sur un temps court de 100 ns, pour proposer l’hypothèse 
d’un nouveau pont salin inter-lobes entre les résidus Arg167 et Glu482. Les explorations in vitro ont 
révélé que les mutants p.Arg167Ala et p.Glu482Ala étaient bien exprimés en membrane plasmique et 
que seul le changement de l’acide glutamique en position 482 était péjoratif pour l’export du fer. Des 
simulations de dynamique moléculaire plus longues (1 µs) ont été engagées pour essayer de 
comprendre la différence observée entre les deux mutants et étudier plus amplement le paysage 
conformationnel de la « gate » intracellulaire.  

Outre le fait qu’elles nous aient permis d’observer le caractère très transitoire de ce pont salin, ces 
simulations plus longues ont amélioré la perception que nous avions de la dynamique des réseaux 
d’interactions formant la « gate » intracellulaire. D’une part, elles nous ont permis de confirmer 
l’importance des « gating-residues » Arg178, Asp473, Arg88 et Asp157 qui ont été observés comme 
établissant des interactions particulièrement stables. D’autre part, ces simulations nous ont permis 
d’apprécier le déplacement de certaines hélices les unes par rapport aux autres, s’opérant, en 
particulier, via des mouvements en corps rigide du lobe N-ter par rapport au lobe C-ter. Des liaisons 
plus transitoires, qui impliquent notamment les résidus Gln478, Arg156, Asp84 et Glu482, ont été 
observées et pourraient sous-tendre la dynamique d’association/dissociation des hélices 
transmembranaires 4/5 et 10/11. Nous avons également pu remarquer un rapprochement entre les 
hélices transmembranaires 7 et 10 grâce, notamment, à l’établissement d’une liaison hydrogène entre 
les acides aminés Asp473 et Tyr318. Ensemble, ces remaniements structuraux pourraient constituer 
les prémisses d’un basculement conformationnel de la ferroportine en conformation « inward-
facing ».  

Ci-dessous est présenté l’article, en fin de rédaction, qui relate ces travaux. 
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II- Bases moléculaires du mécanisme de résistance partielle à 
l’hepcidine  

 

a- Contexte 
 

Dès le début de ma thèse, nous étions particulièrement intrigués par la dichotomie qui semblait exister 
entre des variants localisés dans le lobe C-ter de la ferroportine, plutôt associés à des mécanismes de 
résistance forte, voire totale, à l’hepcidine et des variants localisés dans le lobe N-ter du transporteur, 
plutôt associés à des mécanismes de résistance partielle à l’hepcidine.  

Sur la base des différentes étapes du processus de régulation de la ferroportine par l’hepcidine et de 
différentes observations faites dans la littérature, nous suspections que : 

- L’hepcidine venait se fixer principalement au niveau du lobe C-terminal de la ferroportine ; 
étape impliquant la cystéine 326, portée par l’hélice transmembranaire 7, mais aussi d’autres 
acides aminés localisés dans le lobe C-terminal comme l’histidine 507 (TM11).  

- La fixation de l’hepcidine induisait des changements conformationnels du lobe N-terminal de 
la ferroportine qui permettaient la libération de la grande boucle intracellulaire portant les 
lysines dont l’ubiquitination entraine l’internalisation et la dégradation du transporteur ; étape 
impliquant notamment les résidus Tyr64 (TM2) et Asn144 (TM4).  

Cette réflexion a donné lieu à un article (présenté ci-dessous) qui a été publié en août 2017 dans le 
journal « Transfusion Clinique et Biologique » (Le Tertre et al, 2017).   
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Pour mieux comprendre le rôle du lobe N-terminal dans ce processus de régulation post-traductionnel, 
nous avons choisi de prendre comme modèles les variations p.Gly204Ser et p.Ser47Phe, localisées 
respectivement sur les hélices transmembranaires 6 et 1 (Figure 24).  

 

 

 

Figure 24 : Localisation des acides aminés ciblés par les variations p.Ser47Phe et p.Gly204Ser sur le modèle 3D 
de la ferroportine humaine, construit par le Dr. Isabelle Callebaut en conformation « outward-facing ». 

Ce projet a fait l’objet du stage de Master 2 du Dr. Kévin Uguen que j’ai co-encadré. Les résultats que 
nous avons obtenus vont prochainement faire l’objet d’un article. Pour l’instant, seuls le « matériel et 
méthodes » et les « résultats » de la partie expérimentale ont été rédigés, et sont ici présentés. La 
partie « analyse in silico » de ce projet n’est pas encore écrite mais est discutée à la suite de la partie 
« Résultats ».  

 

b- Matériel et méthodes 
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c- Résultats 
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Cette étude nous a permis de confirmer certaines observations déjà faites par d’autres équipes mais 
aussi de formuler de nouvelles hypothèses. 

Contrairement à la mutation p.Ser47Phe, la mutation p.Gly204Ser avait déjà été rapportée dans la 
littérature. Cette mutation avait été identifiée chez des patients présentant un phénotype plutôt 
évocateur d’une hémochromatose de type 4B, ce qu’on retrouve bien ici (Santos et al, 2011; Le Lan et 
al, 2011). Les analyses in vitro nous ont permis d’observer que cette mutation n’entrainait pas de 
défaut de présence en membrane plasmique ni d’export du fer mais une résistance de la ferroportine 
à l’hepcidine comme l’avaient rapporté Détivaud et collaborateurs en 2013, puis Aschemeyer et 
collaborateurs en 2018 (Détivaud et al, 2013; Aschemeyer et al, 2018). L’utilisation d’une gamme de 
faibles concentrations d’hepcidine physiologique, nous a permis d’insister sur le caractère très partiel 
de cette résistance.  

La caractérisation in vitro de la mutation p.Ser47Phe nous a permis, quant à elle, de mettre en lumière 
un phénomène original d’ambivalence. En effet, cette mutation a été observée comme entrainant un 
défaut fonctionnel du transporteur, mais également comme lui conférant une résistance partielle à 
l’hepcidine. Ce caractère ambivalent n’est pas sans rappeler la particularité du résidu Trp42 dont la 
substitution en alanine avait été observée, par l’équipe en 2013, comme engendrant à la fois une perte 
et un gain de fonction du transporteur (Le Gac et al, 2013).  

Les patients porteurs de la mutation p.Ser47Phe présentent des phénotypes évocateurs d’une 
hémochromatose de type 4A, suggérant que l’effet « perte de fonction » de la mutation prime sur son 
effet « gain de fonction ». Cette observation parait cohérente avec la fonction d’export du fer qui est 
permanente alors que la régulation par l’hepcidine du transporteur n’intervient que lors d’un excès de 
fer. 

Pour mieux comprendre les résultats obtenus in vitro, le Dr. Isabelle Callebaut a étudié la structure 3D 
expérimentale de la ferroportine humaine, déterminée en présence d’hepcidine et de cobalt (PDB 
6WBV), qui vient tout juste d’être publiée par Billesbølle et collaborateurs (Figure 25) (Billesbølle et al, 
2020). 
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Figure 25 : Etude in silico de l’importance structurale et fonctionnelle des résidus Gly204 et Ser47. 
Pour réaliser cette analyse, le Dr. Isabelle Callebaut a étudié la structure 3D expérimentale de la ferroportine 
humaine, obtenue par cryomicroscopie électronique en présence d’hepcidine et de cobalt (PDB 6WBV ; 
résolution 2,50 Å) par Billesbølle et collaborateurs (Billesbølle et al, 2020). Pour ce faire, le logiciel 
«UCSF Chimera » a été utilisé. Le parcours de la chaîne polypeptique est représenté sous forme de ruban, 
permettant de visualiser les structures secondaires régulières (hélices et brins). Quelques acides aminés clés sont 
montrés en représentation atomique, accompagnés de leurs numéros. La ferroportine apparait en beige, 
l’hepcidine en bleu, les ions Co2+ en rose. 
 

L’analyse in silico suggère qu’en position 204, la glycine, qui est le plus petit des acides aminés, permet 
un rapprochement très étroit entre les hélices transmembranaires 5 et 6. Ce « packing » serait critique 
pour l’organisation générale du lobe N-terminal, à l’image de l’importance structurale donnée à ce 
résidu pour le rapprochement hélice/hélice chez d’autres protéines MFS et notamment chez le 
transporteur de nitrate NrTA d’Aspergillus nidulans (Unkles et al, 2012). La mutation p.Gly204Ser 
pertube une structure locale dans une région importante pour la liaison à l’hepcidine. Cela pourrait 
avoir un retentissement indirect sur l’interaction entre l’hepcidine et le lobe N-terminal de la 
ferroportine et/ou limiter certains des changements conformationnels qui doivent accompagner 
l’ubiquitination des lysines de la boucle intracellulaire 3 (IC3). Nos expériences in vitro ne nous ont pas 
permis de vérifier ces hypothèses, probablement parce que les techniques mises en œuvre manquent 
de sensibilité pour révéler cet ou ces événement(s) très certainement « subtil(s) ». Il est toutefois 
intéressant de rappeler qu’Aschemeyer et collaborateurs avaient rapporté, en 2018, que cette 
mutation était associée à une moindre ubiquitination du transporteur en présence du peptide 
régulateur. Comme nous, l’équipe américaine n’avait en revanche pas observé  de défaut d’interaction 
hepcidine/ferroportine (Aschemeyer et al, 2018).  

D’autre part, l’analyse in silico, réalisée par le Dr. Isabelle Callebaut, nous permet d’avancer de 
premières hypothèses concernant les bases moléculaires de l’ambivalence de la mutation p.Ser47Phe 
(Figure 25). 
Il a en effet été observé que le groupement hydroxyl de la sérine 47, localisée sur l’hélice 
transmembranaire 1, établissait deux liaisons hydrogènes avec les oxygènes de la chaîne principale de 
deux acides aminés. La première est établie avec l’histidine 43 avoisinante, dont l’azote de l’imidazole 
est observé ici comme coordonnant directement le cation divalent, et la deuxième avec la proline 5 de 
l’hepcidine. L’introduction d’une phénylalanine à cette position engendre la perte de ces liaisons. Cela 
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pourrait, d’une part, affecter l’environnement local de l’hélice et la coordination du cation divalent par 
l’histine 43 et l’acide aspartique 39 (position identifiée par Billesbølle et collaborateurs comme 
interagissant très transitoirement avec le fer (Billesbølle et al, 2020)) et, d’autre part, affecter 
directement la liaison hepcidine/ferroportine. L’encombrement stérique généré par la présence d’une 
phénylalanine pourrait, de plus, pénaliser le « rapprochement » hepcidine/ferroportine. 
Nos explorations in vitro ont permis d’observer une diminution de l’ubiquitination du transporteur 
muté en présence du peptide régulateur, mais pas de différence de fixation entre hepdicine et 
ferroportine. Il faut toutefois remarquer que les tests ont été effectués avec une hepcidine biotinylée 
en position C-terminale, à une concentration dépassant les valeurs physiologiques habituellement 
mesurées chez l’Homme (comprises entre 1 et 30 nM (Galesloot et al, 2011)). A nouveau, la capacité 
de nos tests à pleinement révéler des effets subtils peut être questionnée. 
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III- Questions posées au cours de la thèse  
 

a- Caractérisation structurale et fonctionnelle des mutants p.Asp325Ala, 
p.Asp325His et p.Asp325Asn en lien avec les observations de Deshpande et 
collaborateurs  

 

i. Contexte  
 

En 2018, Deshpande et collaborateurs ont identifié un site de liaison du fer dans le lobe C-terminal du 
transporteur (Figure 26) (Deshpande et al, 2018). Son existence vient tout juste d’être confortée par 
les travaux de Billesbølle et collaborateurs qui ont étudié la ferroportine humaine par cryomicroscopie 
électronique (Billesbølle et al, 2020). 

 

 

Figure 26 : Localisation des sites de liaison du fer et du calcium proposés par Deshpande et collaborateurs en 
2018, sur le modèle 3D de la ferroportine humaine construit par le Dr. Isabelle Callebaut en conformation « 
inward-facing ». 
Le site de liaison du fer qui inclurait notamment l’acide aspartique 325 est présenté en vert, le site de 
coordination du calcium, qui comprendrait les résidus Asp39, Gln99, Asn212 et Glu219, apparait en orange 
(Deshpande et al, 2018). 
 

Deshpande et collaborateurs avaient identifié l’acide aspartique en position 325 (TM7) comme étant 
un résidu critique pour la coordination du fer (Deshpande et al, 2018). 

En plus des arguments structuraux apportés par les auteurs, on peut rappeler que l’acide aspartique 
est communément retrouvé dans les sites de liaison du fer de nombreuses protéines non héminiques 
(Baker et al, 2003; Dudev & Nikolova, 2016; Ehrnstorfer et al, 2014; Lindley et al, 1997).  

Cependant, deux points méritent d’être discutés dans les éléments présentés par l’équipe américaine 
(Deshpande et al, 2018) : 
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(i) la comparaison Asp325/His261,  
(ii) le choix des variants testés et leur évaluation fonctionnelle  
 

Les auteurs s’étaient initialement intéréssés au résidu Asp325 suite à un lien qu’ils avaient établi avec 
l’histidine 261 de BbFpn. Cet acide aminé avait été identifié comme un des éléments permettant de 
fixer le cation divalent Ni2+ sur une structure cristallographiée de l’homologue bactérien (PDB 6BTX). 
Bien que ces résidus soient tous deux très représentés dans les sites de liaison du fer de nombreuses 
protéines non héminiques, ils ne sont pas équivalents (Dudev & Nikolova, 2016; Bonaccorsi di Patti et 
al, 2015). De plus ces acides aminés sont positionnés au niveau de la région « déroulée » qui sépare le 
TM7a du TM7b, une région dont la séquence et la conformation divergent entre l’Homme et la bactérie 
(Taniguchi et al, 2015; Deshpande et al, 2018; Billesbølle et al, 2020). La comparaison établie entre 
Asp325 et His261 pose donc question.  

Les auteurs ont ensuite vérifié l’importance de ce résidu in vitro. Pour ce faire, ils ont analysé les 
conséquences de plusieurs substitutions à cette position 325 sur la fonction d’export du fer de la 
ferroportine humaine. Ces derniers ont choisi de muter l’acide apartique (acide aminé polaire et chargé 
négativement) en alanine (acide aminé non polaire), en histidine (acide aminé polaire et pouvant 
apporter une charge positive) et en asparagine (acide aminé polaire et non chargé).  

De manière similaire aux résultats obtenus en 2014 par Bonaccorsi di Patti et collaborateurs à partir 
de cellules HEK293T, Deshpande et collaborateurs ont observé que le mutant p.Asp325Ala pénalisait 
fortement la capacité de la ferroportine à exporter le 55Fe contenu dans des oocytes de xénopes 
(Bonaccorsi di Patti et al, 2014; Deshpande et al, 2018). Il en était de même pour la mutation 
p.Asp325His. La mutation p.Asp325Asn engendrait, quant à elle, un effet délétère plus modeste 
(Deshpande et al, 2018).  

Ces résultats suggèrent un rôle important de l’acide aspartique 325 pour la prise en charge du fer. On 
peut cependant remarquer que les résultats présentés, de microscopie à fluorescence et de western 
blot, ne permettent pas de vérifier que les différents mutants testés impactent le transport du fer sans 
affecter la présence du transporteur à la surface de la cellule. Or, cette distinction est particulièrement 
importante pour confirmer une liaison directe avec le métal (Bonaccorsi di Patti et al, 2014; Deshpande 
et al, 2018).  

Ainsi, j’ai souhaité ré-évaluer, sur la base de méthodes mises au point par l’équipe dans laquelle je 
réalise ma thèse, les effets sur la fonction d’export du fer mais aussi et surtout sur la présence en 
membrane plasmique de la ferroportine, des substitutions p.Asp325Ala/His/Asn.  

 

ii. Matériel et méthodes 
 

1. Analyse structurale de la ferroportine humaine 
 

Les deux structures 3D expérimentales de la ferroportine humaine (en absence (PDB 6W4S) ou en 
présence d’hepcidine et de cobalt (PDB 6WBV)) publiées par Billesbølle et collaborateurs ont été 
analysées par le Dr. Isabelle Callebaut (Billesbølle et al, 2020). Pour ce faire, le logiciel « UCSF Chimera 
» a été utilisé.   
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2. Constructions plasmidiques  
 

Le plasmide pcDNA3.1_FPN-V5 a été construit, avant mon arrivée au laboratoire, par clonage de la 
séquence codante pleine longueur du gène SLC40A1 (GenBank NM_014585.5) dans le vecteur 
d’expression pcDNA3.1/V5-his-TOPO (Invitrogen). Pour ce faire, une stratégie de type « TA Cloning », 
reposant sur la complémentarité des adénines et thymidines, situées respectivement aux extrémité 3’ 
de l’insert et du vecteur linéarisé, a été adoptée (coffret « TOPO TA » ; Invitrogen). Ce plasmide, codant 
la ferroportine de type sauvage en fusion avec un tag V5 en C-terminal, a été utilisé pour générer les 
différentes constructions codant les différents mutants de la ferroportine étudiés ici. Les mutations 
ont été introduites dans la séquence codante du gène SLC40A1 par mutagenèse site-dirigée à l’aide du 
coffret «QuikChange® Lightning Site-Directed Mutagenesis » (Agilent technologies) selon les 
recommandations du fournisseur. Pour ce faire, 20 ng de plasmide pcDNA3.1_FPN-V5 ont été utilisés 
pour la réaction de mutagenèse réalisée avec les amorces listées dans le tableau II. Le programme de 
PCR comportait une phase de dénaturation initiale à 95°C-2 min, 18 cycles d’amplification (95°C-20 
sec, 60°C-10 sec, 68°C-4 min) et une phase finale d’extension à 68°C-5 min.  

 

Tableau II : Liste des amorces de mutagenèse utilisées pour générer les différentes constructions plasmidiques 
ayant servi à étudier le rôle de l’acide aspartique 325 

Mutations Amorce sens Amorce antisens 
p.Val162del 5’-CAAAGGGATTGGATTGTTGTTGCAGGAGAAGACAGAAG-3’ 5’-CTTCTGTCTTCTCCTGCAACAACAATCCAATCCCTTTG-3’ 
p.Asp325Ala 5’-CTGTCCTGGGCTTTGCCTGCATCACCACAGG-3’ 5’-CCTGTGGTGATGCAGGCAAAGCCCAGGACAG-3’ 
p.Asp325His 5’-ATATGACTGTCCTGGGCTTTCACTGCATCACCAC-3’ 5’-GTGGTGATGCAGTGAAAGCCCAGGACAGTCATAT-3’ 
p.Asp325Asn 5’-ATATGACTGTCCTGGGCTTTAACTGCATCACCAC-3’ 5’-GTGGTGATGCAGTTAAAGCCCAGGACAGTCATAT-3’ 

 

Après digestion du plasmide matrice par l’enzyme DpnI à 37 °C pendant 5 min, 50 µL de bactéries 
compétentes « StellarTM Competent cells » (Clontech) ont été transformées avec 2 µL de mélange 
réactionnel. Les plasmides en ont été extraits et purifiés grâce au coffret « Nucleospin Plasmid 
miniprep » (Macherey Nagel) selon les recommandations du fournisseur. La présence de la mutation 
souhaitée et la conformité de la séquence codante du gène SLC40A1 ont été vérifiées par séquençage 
de type Sanger (amorces présentées dans le tableau III) sur un séquenceur de type « Applied 
Biosystems®3130XL (16-capillary) Genetic Analyzer », suite à une réaction de séquence effectuée grâce 
au coffret « BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing » (Thermo Fisher). Une fois validés, les 
plasmides ont été amplifiés en bactéries, extraits et purifiés en plus grandes quantités à l’aide du 
coffret « NucleoBond® Xtra Midi EF » (Macherey-Nagel) en suivant les instructions du fournisseur, puis 
revérifiés par séquençage de type Sanger.  

 

Tableau III : Amorces utilisées pour vérifier par séquençage la conformité de la séquence codante du gène 
SLC40A1 

Amorces Séquences 
SLC40A1-1F 5’-GTTTCTGGTAGAGCTCTATG-3’ 
SLC40A1-2R 5’-GGATGATTCCACACAGGATG-3’ 
SLC40A1-3F 5’-AAGGGATTGGATTGTTGTTG-3’ 
SLC40A1-4F 5’-TGGGTGTGAAAGACTCTAAC-3’ 
SLC40A1-5F 5’-CCTGGACTTGTCCGTTTCTC-3’ 
SLC40A1-6F 5’-TTCATCATGGTCATCCTGGC-3’ 
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3. Culture cellulaire 
 

La lignée cellulaire embryonnaire de rein humaine HEK293T (American Type Culture Collection) a été 
cultivée comme préconisé par le fournisseur : à 37 °C, en atmosphère humide sous 5 % de CO2 dans du 
milieu « Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium » (DMEM) (Lonza) supplémenté par 10 % de sérum de 
veau fétal (SVF) décomplémenté (Eurobio) (milieu complet).  

 

4. Etude de la capacité de la ferroportine à exporter le fer 
 

Pour étudier la fonctionalité des différents mutants de la ferroportine, des expériences de relargage 
de 55Fe ont été menées. Pour cela, une solution d’holotransferrine marquée (55Fe) a été préparée selon 
les étapes suivantes : 1,2 µL de 55FeCl3  (concentration à 1496.91 MBq/mL ; PerkinElmer) ont été 
incubés sous agitation pendant 24 h à température ambiante dans 10 mL de tampon di(Na)-NTA (100 
mM acide nitrilotriacétique, 0,1 N HCl, pH 5). La solution de 55Fe-NTA ainsi obtenue a été incubée (ratio 
1:1 (volume :volume)) pendant 1 h à 37 °C avec de l’apotransferrine (Sigma) reprise à une 
concentration de 1 mg/mL dans une solution de NaCl (100 mM) – NaHCO3 (20 mM). L’holotransferrine 
marquée résultante a ensuite été séparée du 55Fe libre par exclusion sur colonne de désalage PD-10 
(GE Healthcare) en fraction de 1 mL. Le nombre de coups par minute (cpm) de chaque fraction éluée 
dans du PBS (« Phosphate Buffered Saline ») 1X a été intégré pendant 2 min en présence de liquide de 
scintillation « Ultima Gold MV » (PerkinElmer) sur un « TRI-CARB 1600 CA scintillation counter » 
(PerkinElmer). En parallèle, la concentration en holotransferrine de ces différentes fractions a été 
évaluée par test colorimétrique grâce au coffret « BC Assay » (Interchim). Les fractions avec la plus 
forte activité spécifique (cpm/ µg d’holotransferrine) ont été sélectionnées.  

Pour réaliser les tests d’export de 55Fe, les cellules HEK293T ont été ensemencées en plaques 12 puits 
à une densité de 1,7.105 cellules/puits en milieu complet. 24 h plus tard, les cellules ont été 
transfectées avec 1 µg de plasmide pcDNA3.1_FPN-V5 codant les ferroportines de type sauvage ou 
mutées à l’aide de l’agent de transfection jetPEI® (Polyplus transfection) avec un ratio 2 : 1 ; jetPEI 
(µL) : ADN plasmidique (µg). 24 h post-transfection, les cellules ont été incubées 16 h en présence 
d’holotransferrine marquée (55Fe) (20 µg/mL). Chaque condition a été réalisée en triplicat pour les 
temps 0 et 36 h. Après un lavage au PBS, les cellules ont été incubées pendant 36 h en milieu Pro293a-
CDM-serum free (Biowhittaker, Lonza). Au terme de cette incubation, le milieu des cellules a été 
centrifugé à 500 x g pendant 5 min. La radioactivité contenue dans les cellules au temps 0 et dans les 
surnageants au temps 36 h a été comptée (cpm) par scintillation liquide comme décrit précédemment. 
Le pourcentage de 55Fe exporté par les cellules dans le milieu de culture a été calculé selon la formule 
suivante : (cpm dans le surnageant à 36 h / cpm intracellulaire à T=0) x 100.  

 

5. Etude de la présence en membrane plasmique de la ferroportine 
 

Pour étudier la présence en membrane plasmique des différents variants de la ferroportine, les cellules 
HEK293T ont été ensemencées en plaques 6 puits à raison de 3.105 cellules/puits en milieu complet. 
24 h plus tard, les cellules ont été co-transfectées par 1 µg de plasmide pcDNA3.1_FPN-V5 codant les 
ferroportines étiquetées V5 de type sauvage ou mutées et 100 ng de plasmide pcDNA3.1-HLA-A-V5 
codant la protéine membranaire HLA-A étiquetée V5 (plasmide construit avant mon arrivée dans 
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l’équipe selon le même principe que le plasmide codant la ferroportine) à l’aide de l’agent de 
transfection jetPEI® (Polyplus transfection) comme décrit précédemment. 48 h post-transfection, les 
protéines de la membrane plasmique ont été isolées grâce au coffret « PierceTM Cell Surface Protein 
Isolation » (Thermo Scientific). Pour cela, le tapis cellulaire a été incubé avec le réactif « Sulfo-NHS-SS-
Biotin » pendant 30 min sur glace sous agitation. Les cellules ont ensuite été décollées par 
aspiration/refoulement avant d’être lavées puis lysées. Les protéines de la membrane plasmique 
biotinylées ont par la suite été isolées par affinité sur colonne de billes d’agarose couplées à de la 
neutravidine, avant d’être éluées dans un tampon SDS-PAGE (« Sodium Dodecyl Sulfate – 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis »), DTT (« DiThioThréitol ») (50 mM). 

La présence en membrane plasmique de la ferroportine a ensuite été évaluée par western blot. Les 
protéines membranaires éluées ont été déposées (20 µL) en gel de polyacrylamide 10 % (Bio-Rad). 
Après une étape de migration d’1 h à 150 V constant, les protéines ont été transférées sur membrane 
de  nitrocellulose (« AmershamTM protariTM 0.45 μmNC » ; GE Healthcare) par transfert semi-sec à 25 
V pendant 30 min (Turbo-Blot ; Bio-Rad). La membrane a ensuite été saturée pendant 1 h dans du TBS 
(« Tris Buffered Saline ») Tween 0,05 %, lait 5 % avant d’être incubée 1 h avec un anticorps anti-V5 
(R960-25 ; dilué au 1/5000e ; Thermo Fisher Scientific) dans du TBS Tween 0,05 %, lait 5 %. Après 
plusieurs lavages en TBS Tween 0,05 %, la membrane a été incubée avec un anticorps secondaire anti-
souris conjugué HRP (« HorseRadish Peroxidase ») (dilué au 1/1000ème; Dako) dans du TBS Tween 0,05 
%, lait 5 % pendant 1 h. Le signal chemiluminescent a été enregistré grâce au système GeneGnome 
(Syngene) après que la membrane, de nouveau lavée au TBS Tween 0,05 % ait été incubée avec du 
substrat « Lumina Forte » (Merck Millipore) pendant 2 min 30. Le niveau d’expression en membrane 
plasmique de la ferroportine a été évalué par densitométrie à l’aide du logiciel GeneTools software 
(Syngene), en deux étapes. Tout d’abord, l’expression de la ferroportine a été normalisée sur celle de 
la protéine HLA-A, issue de la co-transfection, puis l’expression normalisée des différents variants de 
la ferroportine a été rapportée à celle de la protéine sauvage.  

 

6. Analyses statistiques 
 

Les données expérimentales ont été comparées en utilisant un test de Student apparié « two tailed » 
à l’aide du logiciel « GraphPad Prism ».  

 

iii. Résultats 
 

Nous avons tout d’abord évalué les conséquences des trois substitutions sur la capacité de la 
ferroportine à exporter le fer. Pour cela nous avons réalisé des expériences d’export de 55Fe à partir de 
cellules HEK293T transfectées transitoirement avec un plasmide pcDNA3.1 « vide » ou un plasmide 
pcDNA3.1_FPN-V5 codant une ferroportine de type sauvage ou mutée (Figure 27).  
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Figure 27 : Evaluation de la capacité de la ferroportine de type sauvage et des mutants p.Asp325Ala, 
p.Asp325His et p.Asp325Asn à exporter le fer. 
Les cellules HEK293T ont été transfectées transitoirement avec un plasmide pcDNA3.1 « vide » ou un plasmide 
pcDNA3.1_FPN-V5 codant une ferroportine « Wild Type » (WT) ou mutée. 24h post-transfection, les cellules ont 
été incubées en présence d’holotranferrine radiomarquée (55Fe) pendant 16h. Après avoir été lavées, les cellules 
ont été incubées dans du milieu dépourvu de sérum. Le relargage de 55Fe dans le surnageant a été mesuré après 
36 h d’incubation. Le pourcentage de 55Fe exporté par les cellules dans le milieu de culture indiqué ici a été 
calculé selon la formule suivante : (cpm dans le surnageant à 36 h / cpm intracellulaire à T=0) x 100. Les 
expériences ont été réalisées 5 fois de manière indépendante en triplicat. Les valeurs p ont été calculées par test 
de Student ; **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 par comparaison avec la ferroportine WT. 
 

Nous pouvons d’abord observer que les cellules HEK293T, exprimant la ferroportine de type sauvage, 
relarguent plus de 55Fe dans le milieu extracellulaire que les cellules ne sur-exprimant pas le 
transporteur (de l’ordre de trois fois plus). Nous pouvons ensuite remarquer que les mutants 
p.Asp325Ala, p.Asp325His et p.Asp325Asn exportent moins de 55Fe que la protéine de type sauvage, 
avec des écarts comparables à ceux rapportés par les équipes américaine et italienne : de l’ordre de 
70 % de réduction pour les mutants p.Asp325Ala et p.Asp325His et de 50 % de réduction pour le 
mutant p.Asp325Asn (Bonaccorsi di Patti et al, 2014; Deshpande et al, 2018).  

 

Nous avons ensuite exploré les conséquences des trois substitutions sur la présence en membrane 
plasmique de la ferroportine en utilisant la méthode adoptée par l’UMR1078 pour la 
caractériserisation de plus d’une trentaine de variants (Le Gac et al, 2013; Callebaut et al, 2014; Ka et 
al, 2018). Ainsi, les cellules HEK293T ont été co-transfectées transitoirement avec un plasmide 
pcDNA3.1_FPN-V5, codant une ferroportine de type sauvage ou mutée, et un plasmide pcDNA3.1-HLA-
A-V5 codant une protéine HLA(A). Cette seconde protéine membranaire, qui n’a aucun rôle connu dans 
le métabolisme du fer, a été utilisée pour normaliser les résultats issus des différentes transfections. 
Cette démarche a été facilitée par l’addition d’un épitope V5 à chacune des deux protéines, alors 
simultanément révélées lors d’expériences de western blot ciblant les protéines de la membrane 
plasmique.  
Le variant p.V162del, qui avait été observé comme présentant un défaut de présence en membrane 
plasmique par notre équipe et d’autres, a été utilisé comme témoin (Figure 28) (Schimanski et al, 2005; 
Callebaut et al, 2014).   
 



145 
 

 

Figure 28 : Evaluation de la présence à la surface des cellules HEK293T de la ferroportine de type sauvage et 
des mutants p.Asp325Ala, p.Asp325His et p.Asp325Asn. 
(A) Les cellules HEK293T ont été co-transfectées transitoirement avec un plasmide pcDNA3.1_FPN-V5 codant 
une ferroportine de type sauvage ou mutée et un plasmide contrôle pcDNA3.1-HLA-A-V5 exprimant la protéine 
membranaire HLA(A). 48h post-transfection, les protéines de la membrane plasmique ont été isolées et 
analysées par western blot en utilisant un anticorps anti-V5. (B) Densitométrie et normalisation des niveaux 
d’expression de la ferroportine à la membrane plasmique. Les expériences ont été réalisées trois fois de manière 
indépendante. La valeur p a été calculée par un test de Student ; *p<0,05 ; **p<0,01 et ***p<0,001 par 
comparaison avec la ferroportine « Wild Type » (WT). 
 

Comme attendu, le variant p.Val162del montre un défaut significatif de présence membranaire avec 
une expression en surface cellulaire estimée à 54 % de celle de la protéine de type sauvage. De fait, ce 
variant n’exporte pas le fer de manière comparable à la protéine de type sauvage (Figure 27). D’après 
nos résultats et contrairement à ce qui avait été annoncé par les équipes italienne et américaine, la 
substitution de l’acide aspartique 325 en alanine (p.Asp325Ala) affecte sévèrement la présence en 
membrane plasmique de la ferroportine (-95 % d’expression membranaire). Il en est de même lorsque 
cet acide aminé est substitué par une histidine (p.Asp325His) (-78 % d’expression membranaire). Seule 
la substitution p.Asp325Asn ne provoque pas une diminution significative de la présence en membrane 
plasmique du transporteur.  
 
Pour expliquer les différences observées, le Dr. Isabelle Callebaut a étudié les structures 3D 
expérimentales de la ferroportine humaine seule (PDB 6W4S) ou en présence d’hepcidine et de cobalt 
(PDB 6WBV) qui ont très récemment été publiées par Billesbølle et collaborateurs (Figure 29) 
(Billesbølle et al, 2020).  
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Figure 29 : Analyse in silico du rôle de l’acide aspartique 325 à partir des structures 3D expérimentales de la 
ferroportine humaine publiées par Billesbølle et collaborateurs. 
Le Dr. Isabelle Callebaut a étudié les structures 3D expérimentales de la ferroportine humaine, publiées par 
Billesbølle et collaborateurs, qui ont été déterminées en absence (PDB 6W4S ; résolution 3,20 Å) (A) ou en 
présence (B) d’hepcidine et de cobalt (PDB 6WBV ; résolution 2,50 Å) par cryomicroscopie électronique 
(Billesbølle et al, 2020). Le parcours de la chaîne polypeptique est représenté sous forme de ruban, permettant 
de visualiser les structures secondaires régulières (hélices et brins). Les acides aminés clés sont montrés en 
représentation atomique, accompagnés de leurs numéros. Sur les figures, la ferroportine apparait en beige, 
l’hepcidine en vert et le cobalt en rose. 
 
L’analyse in silico de la structure 3D expérimentale de la ferroportine humaine, obtenue par 
cryomicroscopie électronique en absence d’hepcidine et de cobalt, révèle que le résidu Asp325 via l’un 
de ces deux oxygènes delta, établit une liaison hydrogène avec le groupement –SH de la cystéine 326 
(Figure 29A). La substitution de l’acide aspartique 325 par une asparagine conserve un des deux 
oygènes et permet le maintien de cette liaison, ce qui n’est pas le cas avec les substitutions 
p.Asp325Ala et p.Asp325His. En laissant la cystéine 326 libre, ces deux mutants pourraient modifier la 
conformation locale et empêcher un repliement correct du transporteur dans la bicouche lipidique ce 
qui pourrait expliquer le défaut de présence en membrane plasmique observé en Figure 28.  

Bien que l’acide aspartique 325 semble critique, il ne suffit pas, seul, à l’image d’autres sites de liaison 
du fer de protéines non héminiques, à rendre compte de la coordination du fer (Dudev & Nikolova, 
2016). Comme les travaux publiés par Billesbølle et collaborateurs l’indiquent clairement, les résidus 
His507 et Asp504 interviennent également (Billesbølle et al, 2020).  

Ce que permet de révéler en plus l’analyse réalisée par le Dr. Isabelle Callebaut à partir de la structure 
3D expérimentale de la ferroportine humaine, obtenue en présence d’hepcidine et de cobalt, c’est que 
la cystéine 326 est engagée dans un réseau de ponts avec des atomes directement impliqués dans la 
coordination du métal (His507, Thr25 de l'hepcidine et une molécule d'eau) (Figure 29B). L’acide 
aspartique 325 intervient dans ce réseau mais uniquement par l'intermédiaire de l'oxygène de sa 
chaine principale qui forme une liaison indirecte avec le métal en liant une molécule d’eau. Un des 
deux oxygènes delta de ce résidu est par ailleurs engagé dans une liaison hydrogène avec l’azote de la 
chaine principale de la thréonine 2 de l'hepcidine. 
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b- Analyse de l’effet de variations faux-sens sur l’épissage du pré-ARN messager 
SLC40A1 

 
Les variations faux-sens peuvent avoir un effet délétère au niveau protéique et/ou au niveau ARN. 
L’association entre ce type de variations, des anomalies d’épissage et un phénotype clinique a 
maintenant été observée dans différentes maladies génétiques (Di Giacomo et al, 2013; Kergourlay et 
al, 2014; Donadon et al, 2018; Zucker et al, 2011; Daguenet et al, 2015; Scotti & Swanson, 2016). 
 
La question de l’existence et de l’importance d’un tel mécanisme physiopathologique dans le contexte 
de l’hémochromatose de type 4 n’a jamais été traitée. Seules deux équipes se sont intéressées à l’effet 
délétère que pourraient exercer des variations faux-sens sur l’épissage de l’ARN pré-messager SLC40A1 
(Lee et al, 2007; Callebaut et al, 2014). Bien souvent, leur pathogénicité a uniquement été évaluée au 
niveau protéique, par le biais d’études fonctionnelles reposant sur la surexpression d’un ADN 
complémentaire (Pietrangelo, 2017; Vlasveld et al, 2019).  
 
J’ai tiré profit de l’expertise développée par l’équipe dans laquelle j’ai réalisé ma thèse pour étudier 
l’effet sur l’épissage de variants faux-sens du gène SLC40A1 et poser la question d’un possible lien avec 
la forte hétérogénéité phénotypique observée dans l’hémochromatose de type 4.  
 
Pour ce faire, nous avons d’abord sélectionné, parmi les 67 variants faux-sens du gène SLC40A1 
rapportés dans la littérature, ceux qui avaient clairement été associés à des phénotypes de surcharges 
en fer (Mayr et al, 2010; Pietrangelo, 2017; Vlasveld et al, 2019). Différents outils in silico nous ont 
ensuite permis de prédire, parmi les 58 variants faux-sens retenus, ceux qui étaient les plus 
susceptibles d’affecter le processus d’épissage. Ainsi, 15 variants, pointés comme potentiellement 
délétères, ont été explorés in vitro par une approche de type « midi-gène ».  

Globalement, cette étude nous a permis d’observer que les variants faux-sens n’ont que très peu 
d’effet sur l’épissage du pré-ARN messager SLC40A1. 
Nous avons confirmé l’effet délétère sur l’épissage de la variation c.1402G>A (p.Gly468Ser) qui avait 
été décrit en 2007 par Lee et collaborateurs (Lee et al, 2007). Nous avons établi que la substitution 
p.Gly468Ser, directement exprimée à partir d’un ADN complémentaire, n’avait aucun effet délétère 
sur la fonction d’export du fer de la ferroportine ; cela n’avait pas été documenté auparavant. Nous 
avons finalement observé un épissage alternatif de l’exon 5, processus qui pourrait être modulé par 
certaines mutations telles que la mutation c.430A>G (p.Asn144Asp) en contribuant à un mécanisme 
de gain de fonction. 
 

Ce projet a donné lieu à un article (présenté ci-dessous) que nous venons de soumettre au journal 
« Blood Cells, Molecules and Diseases ».  
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IV- Développement d’un nouveau modèle cellulaire pour l’étude 
fonctionnelle de la ferroportine 
 

a- Contexte 
 

La progression des connaissances fondamentales autour de la ferroportine ainsi que l’interprétation 
des variants rares du gène SLC40A1 peuvent être pénalisées par les nombreuses limites que présente 
le mode de réalisation actuel des études fonctionnelles. En effet, ces dernières reposent 
principalement sur la surexpression d’un ADN complémentaire dans des lignées cellulaires humaines 
(de rein HEK293T, de colon Caco-2, hépatocytaires HuH-7…) ou dans des cellules primaires d’origine 
animale (oocytes de Xénopes) (Pietrangelo, 2017; Vlasveld et al, 2019).  
 
Parmi celles-ci, la lignée cellulaire de type épithélial embryonnaire de rein humain HEK293T a été la 
plus utilisée. C’est en travaillant avec ces cellules que Nemeth et collaborateurs ont, pour la première 
fois, décrit le rôle négatif exercé par l’hepcidine sur l’export du fer au travers d’une interaction directe 
avec la ferroportine (Nemeth et al, 2004b). Cette lignée reste très utilisée alors que les cellules rénales 
n’expriment que très peu la ferroportine de manière endogène. Malgré ces nombreuses études et 
résultats publiés, ce modèle cellulaire, qui ne représente pas un type cellulaire clé du métabolisme du 
fer, n’apparait pas être le contexte le plus pertinent pour étudier la ferroportine (Vlasveld et al, 2019). 
 
Outre les modèles cellulaires utilisés, les stratégies expérimentales appliquées par les différentes 
équipes à travers le monde sont extrêmement variables. La capacité de la ferroportine de type sauvage 
ainsi que des variants à exporter le fer peut, par exemple, être évaluée via des mesures de fer radioactif 
ou de ferritine après avoir chargé les cellules sur des temps différents avec des quantités de fer 
variables provenant de sources diverses (holotransferrine, citrate d’ammonium ferrique…). La même 
hétérogénéité est retrouvée pour les protocoles visant à évaluer la présence en membrane plasmique 
du transporteur de type sauvage ou muté ou encore sa résistance à l’hepcidine (Vlasveld et al, 2019). 
 
Dans le but d’améliorer ces explorations fonctionnelles, plusieurs options sont envisageables. La 
première consisterait à rester sur un modèle de surexpression en privilégiant l’utilisation de lignées 
cellulaires représentatives du métabolisme du fer (d’origine intestinale, hépatocytaire ou 
monocytaire/macrophagique) et de protocoles standardisés. La deuxième serait de travailler 
directement à partir d’un matériel biologique pertinent, sans surexpression (Vlasveld & Swinkels, 2018; 
Vlasveld et al, 2019).  
 
C’est pour cette dernière solution que notre équipe a opté, l’idée étant, à terme, d’explorer 
fonctionnellement la ferroportine de type sauvage ou mutée en manipulant directement des cellules 
de donneurs sains et de patients atteints d’hémochromatose de type 4. Notre choix s’est porté sur les 
macrophages car ce sont les cellules de l’organisme dans lesquelles la ferroportine, via le catabolisme 
des globules rouges sénescents, présente la plus forte activité. Ces cellules ont également l’avantage 
d’être facilement accessibles. En effet, ce type cellulaire peut être obtenu à partir de monocytes, isolés 
de simples prélèvements sanguins, qui seront différenciés et polarisés, in vitro, en macrophages (Zarif 
et al, 2016). L’obtention d’échantillons sanguins est d’autant plus aisée que la phlébotomie représente 
le traitement de référence de l’hémochromatose.  
 
Seulement, avant de travailler sur ces cellules « précieuses », il est indispensable de valider l’ensemble 
des protocoles d’analyses fonctionnelles, visant à évaluer la présence en membrane plasmique, la 
fonction d’export du fer ainsi que la régulation médiée par l’hepcidine de la ferroportine, sur un 
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modèle cellulaire auquel l’accès n’est pas restreint. L’équipe dans laquelle j’ai réalisé ma thèse a choisi 
de travailler avec la lignée monocytaire humaine THP-1 (American Type Culture Collection) qui est, elle 
aussi, différenciable et polarisable in vitro en macrophages (Ayaub et al, 2019). Avant mon arrivée en 
thèse, la caractérisation de cette lignée cellulaire au laboratoire avait permis à l’équipe de valider son 
utilisation pour étudier la ferroportine. Par CGH-array, il avait été déterminé que ces cellules 
possédaient 2 copies du gène SLC40A1. La conformité de la séquence promotrice proximale (-500 pb) 
et des exons du gène avait été vérifiée par séquençage. Seul un polymorphisme fréquent, à l’état 
hétérozygote, (c.663T>C ; rs2304704 ; p.Val221Val) avait été identifié dans l’exon 6. Le séquençage 
d’autres gènes impliqués dans le métabolisme du fer (FTL, HAMP, HFE, HFE2 et TFR2) avait aussi été 
effectué et n’avait révélé que la présence d’une et deux variations neutres, respectivement, pour les 
gènes FTL (c.163T>C ; p.Leu55Leu) et HFE (c.340+4T>C et c.893-44T>C). 
 
Ainsi, les premiers objectifs de ce projet étaient (i) de mettre au point un protocole de différenciation 
et de polarisation des monocytes THP-1 en macrophages, (ii) de créer des cellules THP-1 « témoins » 
en modifiant le locus SLC40A1 par la technologie CRISPR-Cas9 pour permettre (iii) la mise en place et 
la validation des tests fonctionnels sur ce modèle cellulaire.  
 
 

b- Matériel et méthodes 
 

i. Mise au point d’un protocole de différenciation et de polarisation des 
monocytes THP-1 en macrophages de type M2 

 

1. Culture cellulaire  
 

La lignée monocytaire humaine THP-1 (American Type Culture Collection) a été cultivée, selon les 
recommandations du fournisseur : à 37 °C, en atmosphère humide, sous 5 % de CO2 dans du 
milieu RPMI-1640 (Lonza), supplémenté par 10% de SVF (Sérum de Veau Fétal) décomplémenté 
(Eurobio) et 0,05 mM de β-mercaptoethanol (Sigma) (milieu complet).  

 

2. Différencitation et polarisation des monocytes THP-1 en macrophages de 
type M2 

 

Les cellules monocytaires THP-1 ont été différenciées puis polarisées en macrophages de type M2 
selon le protocole qui nous avait été transmis par le Dr. Kjetil Ask de l’Université McMaster à Hamilton, 
au Canada (Ayaub et al, 2019). Pour cela, les cellules THP-1 ont été ensemencées en plaque 6 puits à 
une densité de 2,5.106 cellules par puits dans 5 mL de milieu complet supplémenté par 10 ng/mL de 
PMA (« Phorbol 12-Myristate 13-Acetate ») (Sigma). 48 h après, les cellules différenciées en 
macrophages de type M0 ont été lavées au PBS avant d’être incubées 72 h dans du milieu complet 
supplémenté par un cocktail de deux ou trois interleukines (IL) afin d’être polarisées en macrophages 
de type M2 : IL-4 et 13 à 20 ng/mL chacune ou IL-4 et 13 à 20 ng/mL chacune et IL-6 à 5 ng/mL (R&D 
Systems).  
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3. Analyse par RTqPCR de l’expression des différents marqueurs M2 et de la 
ferroportine dans les cellules THP-1 différenciées et polarisées en 
macrophages de type M2 

 

Au terme des protocoles de différenciation et de polarisation des cellules THP-1 en macrophages de 
type M2, l’ARN total a été extrait des cellules grâce au coffret « NucleoSpin RNA Plus » (Macherey-
Nagel) selon les recommandations du fournisseur. 1 µg d’ARN total a ensuite été traité à la DNAseI 
(Thermo Fisher Scientific) avant que l’ARNm ne soit reverse transcrit à l’aide de la SuperscriptIII 
(Invitrogen) et d’Oligo(dT), selon les conditions préconisées par le fournisseur. Des PCR quantitatives 
ont été réalisées sur un Lightcycler 480 (Roche) à partir de l’ADNc généré, avec le coffret « HotStarTaq 
Master Mix » (Qiagen) et du Syto9 (0,5 µM) (Fisher Scientific). Le programme de qPCR était le suivant : 
activation initiale à 95 °C, 15 min suivie de 50 cycles d’amplification (94 °C - 30 s, 60 °C - 30 s, 72 °C - 
1min). Les amorces utilisées sont listées dans le tableau IV.  

 

Tableau IV : Amorces de RTqPCR utilisées pour étudier l’expression des marqueurs M2 et de la ferroportine 

Cibles Amorces sens Amorces antisens 
SLC40A1 5’- CTGCTAGAATCGGTCTTTGG - 3’ 

 
5’ – GATTTGGAGCCAGGATGAC – 3’ 

 
18S 5’ – ATGGAAAATACAGCCAGGTC – 3’ 

 
5’ – TCTATGGGCCCGAATCTT – 3’ 

 
CCL18 5’ – GTCTATACCTCCTGGCAGATT - 3’ 

 
5’ – TCTCTTGGTTAGGAGGATG – 3’ 

CD163 5’-CTCAAGAGGAGAGAACTTAGT-3’ 5’-CTGACTCATGGGAATTTTCTG-3’ 
 

CD206 5’ - TCAGAAATGTTGAAGGGACG – 3’ 
 

5’ - AATCATTCCGTTCACCAGAG -3’ 
 

 

 

ii. Création de cellules THP-1 éditées au locus SLC40A1 par la technologie 
CRISPR-Cas9 

 

Nous avons choisi de créer différents clones THP-1 « témoins » en introduisant deux types de 
mutations/modifications au locus SLC40A1 par la technologie CRISPR-Cas9. Ainsi, pour invalider un des 
deux allèles du gène, en engendrant un décalage du cadre de lecture, ou pour introduire la mutation 
faux-sens p.Asn174Ile à l’état hétérozygote, deux protocoles ont été utilisés. Les différences entre ces 
derniers sont spécifiées à chacune des étapes décrites ci-dessous.  

 

1. Sélection, synthèse et purification des ARN guides 
 

Les séquences variables des ARN guides, ciblant spécifiquement le gène SLC40A1, utilisés pour la 
création des clones THP-1 « témoins », ont été définies à l’aide du logiciel de conception en ligne 
« DESKGENTM CRISPR Libraries » (www.deskgen.com) (Hough et al, 2016). Ces dernières ont été 
sélectionnées parmi différentes propositions afin que les ARN guides ciblent les régions d’intéret avec 
une forte activité et une haute spécificité (Doench et al, 2016; Hsu et al, 2013). 
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Pour le protocole « invalidation d’un allèle » : la séquence de « guidage » de 20 nucléotides 
correspondant au gène SLC40A1 était la suivante : 5’-GTCGCCTAGTGTCATGACCA-3’ (séquence PAM 
« Protospacer Adjacent Motif » : GGG). L’ARN guide s’hybridait ainsi à proximité du codon d’initiation 
de la traduction (dans l’exon 1) avec une activité et une spécificité théoriques estimées respectivement 
à 67 sur 100 et 93 sur 100. 

Pour le protocole « p.Asn174Ile » : la séquence de « guidage » de 20 nucléotides correspondant au 
gène SLC40A1 était la suivante 5’-ATATGAATGCCACAATACGA-3’ (séquence PAM : AGG). L’ARN guide 
s’hybridait ainsi à proximité du codon 174 (dans l’exon 6) avec une activité et une spécificité théoriques 
estimées respectivement à 67 sur 100 et 97 sur 100. 

Les ARN guides ont été transcrits in vitro grâce au coffret « EnGen® sgRNA Synthesis, S. pyogenes » 
(NEB) en suivant les recommandations du fournisseur. Les ARN guides produits ont ensuite été purifiés 
sur colonne grâce au coffret « RNA Clean & Concentrator-25 » (Zymo Research).  

 

2. Construction des ADN donneurs 
 

 ADN donneur utilisé pour invalider un allèle du gène SLC40A1  

Pour invalider un allèle du gène SLC40A1 par insertion d’un gène de résistance à la zéocine selon la 
stratégie élaborée par Zhou et collaborateurs en 2016, nous avons construit un ADN donneur linéaire 
en trois étapes successives (Zhou et al, 2016). 

La première étape consistait à cloner le gène de résistance à la zéocine dans le site multiple de clonage 
du plasmide pcDNA3.1 (+) (Invitrogen) situé en aval du promoteur CMV et en amont de la séquence 
BGH pA (Figure 30).  

 

Figure 30 : Carte du plasmide pcDNA3.1 (+) utilisé pour la construction de l’ADN donneur linéaire. 
Le gène de résistance à la zéocine a été inséré par clonage « in fusion » (Clontech) dans le site multiple de clonage 
du plasmide pcDNA3.1 (+) (Invitrogen) digéré, au préalable, par les enzymes de restriction NheI et PmeI (NEB). 
 

Pour ce faire, le plasmide pcDNA3.1 (+) (1 µg) a été doublement digéré à 37 °C sur la nuit par 20 unités 
de deux enzymes de restriction, NheI et PmeI (NEB).  En parallèle, le gène de résistance à la zéocine a 
été amplifié par PCR avec le coffret « HotstarTaq Master Mix » (Qiagen), à partir du plasmide 
pcDNA4/TO (Invitrogen) et des amorces sens 5’-ACCCAAGCTGGCTAGCATGGCCAAGTTGACCAGTGC-3’ 
et antisens 5’-ATCAGCGGGTTTAAACTCAGTCCTGCTCCTCGGC-3’. Les amorces utilisées portaient des 
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queues (soulignées), homologues aux extrémités du plasmide pcDNA3.1 (+) linéarisé par les enzymes 
de restriction NheI et PmeI. Ces queues étaient nécessaires au clonage « in fusion ». La PCR s’est 
déroulée comme suit : une première étape d’activation à 95 °C- 15 min suivie de 35 cycles 
d’amplification (94 °C - 30 s, 59 °C - 30 s, 72 °C - 1min) et d’une étape d’élongation finale à 72 °C – 10 
min. Le plasmide digéré ainsi que l’amplicon de 407 pb ont été extraits sur gel d’agarose puis purifiés 
en utilisant le coffret « PCR clean-up/Gel extraction NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up » (Macherey-
Nagel) selon les recommandations du fournisseur. Le gène de résistance à la zéocine a ensuite été 
inséré dans le plasmide pcDNA3.1 (+) linéarisé à l’aide du coffret « In-Fusion HD Cloning » (Clontech) 
comme indiqué par le fournisseur. Après transformation, les plasmides ont été extraits et purifiés. La 
présence et la conformité de la séquence introduite ont été vérifiées par séquençage de type Sanger. 

La seconde étape consistait à introduire dans la construction nouvellement obtenue, pcDNA3.1 
(+)_Zeo, la séquence SLC40A1 cible de l’ARN guide en amont du promoteur CMV, en utilisant la même 
stratégie de clonage que précédement (Figure 31). Pour ce faire, le plasmide pcDNA3.1 (+)_Zeo (1 µg) 
a été linéarisé sur la nuit à 37 °C par 20 unités d’enzyme de restriction MluI (NEB). L’insert SLC40A1 a, 
quant à lui, été amplifié par PCR à partir d’un ADN génomique témoin et des amorces sens 5’-
GGCCAGATATACGCGTGTCGCCTAGTGTCATGACCA-3’ et antisens 5’-
ATCAATGTCAACGCGTCTGGCGGTTGTGATCTCC-3’ portant des queues homologues (soulignées) aux 
extrémités du plasmide linéarisé par l’enzyme de restriction MluI.   

Afin de produire en quantité suffisante l’ADN donneur linéaire porté par le plasmide pcDNA3.1 
(+)_Zeo_SLC40A1 nouvellement construit, la dernière étape reposait sur une amplification PCR (Figure 
31). Les amorces sens 5’-TCCACTGCGACGTCGCGAGTGTCGCCTAGTGTCATGACCA-3’ et antisens 5’-
GGCTTAGGATTGTTACGCCCCCATAGAGCCCACCGCAT-3’, ont été conçues pour s’hybrider 
respectivement sur les extrémités de la séquence cible de l’ARN guide et de la séquence BGH pA. Ces 
amorces portaient des queues (soulignées) correspondant à des séquences « protectrices » ayant pour 
but de protéger les futures extrémités de l’ADN donneur linéaire des exonucléases. La PCR, réalisée à 
l’aide du coffret « HotstarTaq Master Mix  » (Qiagen) s’est déroulée comme suit : une première étape 
d’activation à 95 °C- 15 min suivie de 40 cycles d’amplification (94 °C - 30 s, 56 °C - 30 s, 72 °C – 1min30) 
et d’une étape d’élongation finale à 72 °C – 10 min. L’ADN donneur linéaire de 1381 pb obtenu a été 
purifié sur colonne à l’aide du coffret « DNA Clean & Concentrator-25 » (Zymo Research). 

 

 

Figure 31 : Schéma récapitulatif de la stratégie adoptée pour construire l’ADN donneur linéaire. 
Le gène de résistance à la zéocine a tout d’abord été introduit dans le site multiple de clonage du plasmide 
pcDNA3.1 (+), doublement digéré par les enzymes de restriction NheI et PmeI, par clonage « in fusion ». Puis, la 
séquence SLC40A1 cible de l’ARN guide sélectionné a été insérée en amont du promoteur CMV également par 
clonage « in fusion » au niveau du site de rectriction de l’endonucléase MluI. Enfin une PCR, réalisée avec des 
amorces apportant des séquences protectrices contre les exonucléases, a permis de linéariser l’ADN donneur.   
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 ADN donneur utilisé pour introduire la mutation faux-sens p.Asn174Ile à 
l’état hétérozygote au locus SLC40A1 

Pour générer des clones porteurs de la mutation faux-sens p.Asn174Ile par la technologie CRISPR-Cas9, 
nous avons fait produire un ADN donneur simple brin par la société Eurogentec en tenant compte des 
recommandations formulées en 2017 par Liang et collaborateurs (Liang et al, 2017). Celui-ci 
comprenait des bras d’homologies asymétriques de part et d’autre du changement nucléotidique à 
introduire (50 bases d’homologie en 5’, 30 en 3’). Les extrémités de cet oligonucléotide étaient 
protégées des attaques nucléasiques par des modifications phosphorothioates. La séquence de l’ADN 
donneur était la suivante : 5’- 
T*G*ATGGGTTTGCACACTTACCTGCCTCTTTCACCTGCCTCTCTAGATATGAtcGCCACAATACGAAGGATTGA
CCAGTTAA*C*C-3’ (Le changement nucléotidique apparait en minuscule, les astérisques représentent 
les modifications phosphorothioates).  

 

3. Electroporation des cellules THP-1 
 

Les complexes Cas9/ARN guide ont été formés par incubation pendant 15 min à température ambiante 
de 120 pmol de Cas9 « Cas9 ribonucleoprotein EnGen® Cas9 NLS, S. pyogenes » (NEB) en présence de 
120 pmol d’ARN guide. Puis, 1 µg d’ADN donneur linéaire (portant le gène de résistance à la zéocine 
pour le protocole « invalidation d’un allèle ») ou 100 pmol d’ADN donneur simple brin (synthétisé pour 
pour le protocole « p.Asn174Ile ») ont été ajoutés aux complexes avant que ce mélange soit de 
nouveau incubé 5 minutes à température ambiante. 1.106 cellules THP-1 en suspension dans 100 µL 
de solution « Cell Line Nucleofector® Solution V » (Lonza), ont ensuite été ajoutées à cette solution 
avant d’être électroporées à l’aide du Nucleofector II (Amaxa Biosystems) en utilisant le programme 
V-001. A l’issue de ce protocole d’électroporation, les cellules ont directement été remises en culture 
en plaques 12 puits dans 2 mL de milieu complet.  

 

4. Détermination de la concentration de zéocine à utiliser pour la sélection 
clonale du protocole « invalidation d’un allèle » 

 

Pour déterminer la concentration en zéocine (Invitrogen) à utiliser pour sélectionner efficacement les 
cellules THP-1 ayant intégré le gène de résistance à la zéocine, les cellules ont été ensemencées en 
plaques 6 puits à une densité de 3.105 cellules/puits en milieu complet supplementé ou non en zéocine 
(Thermo Fisher). Au terme de 4 jours d’incubation en présence de concentrations croissantes de 
drogue (0, 100, 150, 200, 250, 300 µg/mL), les cellules vivantes ont été comptabilisées en utilisant le 
compteur de cellules « ADAM-MCTM Automatic Cell Counter » (AlphaMetrix Biotech) selon les 
recommandations du fournisseur. La concentration minimale efficace de 100 µg/mL a été choisie pour 
éliminer les clones négatifs, n’ayant pas intégré le transgène.  

 

5. Sélection des cellules « corrigées »  
 

Pour le protocole « invalidation d’un allèle » : le milieu des cellules a été supplémenté en zéocine (100 
µg/mL) (ThermoFisher) 3 jours post-électroporation. 10 jours plus tard, les cellules ont été 
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ensemencées dans un milieu semi-solide (« MethoCult H4435 Enriched », Stemcell) supplémenté en 
Zéocine (100 µg/mL) à raison de 400 cellules dans un puits de plaque 6 puits. Une dizaine de jours plus 
tard, les clones ayant proliféré ont été repiqués individuellement et remis en culture dans du milieu 
complet contenant 100 µg/mL de Zéocine.  

Pour le protocole « p.Asn174Ile » :  4 jours post-électroporation, les cellules ont été ensemencées dans 
un milieu semi-solide (« MethoCult H4435 Enriched », Stemcell) à raison de 400 cellules dans un puits 
de plaque 6 puits. Une dizaine de jours plus tard, les clones ayant proliféré ont été repiqués 
individuellement et remis en culture dans du milieu complet.  

 

6. Vérification des clones  
 

 Validation au niveau de l’ADN génomique 

L’ADN génomique des clones repiqués a été extrait selon les recommandations du fournisseur grâce 
au coffret « QIAamp DNA Investigator » (Qiagen).  

Pour le protocole « invalidation d’un allèle »: une PCR a été réalisée à partir de l’ADN génomique 
extrait avec des amorces s’hybridant sur la séquence SLC40A1, de part et d’autres du site de coupure 
présumé dans l’exon 1 (amorce sens : 5’-CCAACTTCAGCTACAGTGTTAGCT-3’, amorce antisens : 5’- 
TTCACAGCAGAGCCACATTCC-3’). Les différentes étapes de PCR (coffret « HotstarTaq Master Mix » ; 
Qiagen) étaient les suivantes : une première étape d’activation à 95 °C- 15 min suivie de 40 cycles 
d’amplification (94 °C - 30 s, 58 °C - 30 s, 72 °C – 2 min) et d’une étape d’élongation finale à 72 °C – 10 
min. Les différents produits de PCR ont été extraits et purifiés sur gel avant d’être directement analysés 
par séquençage de type Sanger.  

Pour le protocole « p.Asn174Ile » : Une PCR a été réalisée à partir de l’ADN génomique extrait et des 
amorces sens : 5’-TGTGTAAATGGGCAGTCTCTCT-3’ et antisens : 5’- CCAGAGCAGAACGTACTCCA-3’ 
s’hybridant sur la séquence SLC40A1, de part et d’autre du site de coupure présumé dans l’exon 6. Les 
différentes étapes de PCR (coffret « HotstarTaq Master Mix » ; Qiagen) étaient les suivantes : une 
première étape d’activation à 95 °C- 15 min suivie de 40 cycles d’amplification (94 °C - 30 s, 58 °C - 30 
s, 72 °C – 1 min) et d’une étape d’élongation finale à 72 °C – 10 min. Les produits de PCR ont été purifiés 
de façon enzymatique en utilisant de « l’ExoSAP-ITTM PCR Product Cleanup Reagent » (Thermo Fisher 
Scientific) avant d’être analysés par séquençage de type Sanger. Les différents produits de PCR obtenus 
pour deux des clones (clones 28 et 39) ont été sous-clonés à l’aide du coffret « TOPO TA for sequencing 
» (Thermo Fisher) comme indiqué par le fournisseur avant d’être étudiés par séquençage de type 
Sanger.  

 

 Validation au niveau des transcrits  

Pour les deux protocoles : L’ARN total des différents clones obtenus a été extrait grâce au coffret 
“NucleoSpin RNA Plus” (Macherey-Nagel) selon les recommandations du fournisseur. 1 µg d’ARN total 
a ensuite été traité à la DNAse I (ThermoFisher Scientific) avant que l’ARNm ne soit reverse transcrit à 
l’aide de la SuperscriptIII (Invitrogen) et d’Oligo(dT) selon les conditions préconisées par le fournisseur. 
A l’issue de la reverse transcription, une PCR a été effectuée à partir de l’ADNc généré, avec les 
amorces sens 5’- AAGGGATTGGATTGTTGTTG -3’ et antisens 5’-AGCAAAACACCCAGCCATTT-3’ 
s’hybridant sur la séquence SLC40A1, de part et d’autre de l’exon 6 portant le polymorphisme 
c.663T>C ; rs2304704 ; p.Val221Val. Les conditions de PCR (coffret « HotstarTaq Master Mix » ; 
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Qiagen) étaient les suivantes:  une première étape d’activation à 95 °C-15 min suivie de 40 cycles 
d’amplification (94 °C - 30 s, 60 °C - 30 s, 72 °C – 2 min) et d’une étape d’élongation finale à 72 °C – 10 
min. Les produits de PCR ont été purifiés de façon enzymatique en utilisant de « l’ExoSAP-ITTM PCR 
Product Cleanup Reagent » (Thermofisher scientific) avant d’être analysés par séquençage de type 
Sanger.  

 

iii. Mise en place et validation de tests fonctionnels : analyse de la 
présence en membrane plasmique de la ferroportine endogène dans 
les cellules THP-1 

 

1. Anticorps anti-ferroportine humaine 
 

Au cours de l’année 2019, le Dr. François Canonne-Hergaux nous a mis à disposition deux anticorps 
anti-ferroportine humaine: 

-l’anticorps HuFPN1, dont l’épitope reconnu comprend les acides aminés intracellulaires 224 à 
303 de la ferroportine humaine 
-l’anticorps HuFPN2, dont l’épitope reconnu comprend les acides aminés extracellulaires 395 
à 450 du transporteur humain.  

 
2. Echantillons protéiques 

 
Pour tester ces anticorps en western blot, différents échantillons protéiques ont été déposés en gel :  
 

- Des protéines totales issues de cellules HEK293, exprimant de façon stable et inductible la 
ferroportine de type sauvage (étiquetée V5 en C-terminal) en présence de tétracycline, ont 
notamment été utilisées comme contrôle positif. Ce modèle cellulaire avait été construit avant 
mon arrivée au laboratoire grâce au système « Flp-In T-Rex » (Thermo Fisher Scientific). Pour 
obtenir ces échantillons protéiques, 1.107 cellules ont été ensemencées en pétri de 10 cm de 
diamètre dans du milieu DMEM (Lonza) suplémenté par 10 % de SVF décomplémenté 
(Eurobio). 24 h plus tard, l’expression de la ferroportine a été induite ou non en ajoutant au 
milieu de culture, 1 µg/mL de tétracycline. Après 24 h d’incubation, les protéines totales ont 
été extraites à l’aide d’un tampon de lyse RIPA (Sigma) complémenté par un cocktail d’anti-
protéases (Roche) avant d’être dosées, selon les recommandations du fournisseur, grâce au 
coffret «BC Assay» (Interchim).  

 
- Des protéines totales ont été extraites de cellules THP-1 différenciées et/ou polarisées en 

macrophages de type M2, puis dosées comme décrit précédemment. 
 

- Les protéines de membrane plasmique de cellules THP-1 différenciées et polarisées en 
macrophages de type M2 puis incubées 16 h en présence de 400 µM de Fer-NTA ont, quant à 
elles, été isolées  grâce au coffret « PierceTM Cell Surface Protein Isolation » (Thermo Scientific) 
comme présenté précédemment. 
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3. Western blot 
 
Sur les recommandations du Dr. François Canonne-Hergaux, nous avons modifié quelques paramètres 
par rapport au protocole de western blot décrit précédemment (partie résultats III.a) pour réaliser ces 
premiers essais. Les protéines totales (20 µg) ou de membrane plasmique (20 µL) ont été déposées en 
gel de polyacrylamide 10 % (Bio-Rad) après avoir été incubées pendant 30 minutes à température 
ambiante dans un tampon SDS-PAGE, DTT (50 mM). Après une étape de migration d’1 h à 150 V 
constant, les protéines ont été transférées sur membrane de  nitrocellulose « AmershamTM protariTM 
0.45 μmNC »  (GE Healthcare) par transfert semi-sec à 25 V pendant 30 min. La membrane a ensuite 
été colorée au rouge Ponceau, photographiée puis décolorée dans du TBS Tween 0,15 % avant d’être 
saturée pendant 3 h dans du TBS Tween 0,15 %, lait 7 %. La membrane a ensuite été incubée sur la 
nuit à 4°C avec les anticorps HuFPN1 (dilué au 1/2500e ou au 1/1000e), HuFPN2 (dilué au 1/500e) et/ou 
anti-V5 (R960-25 ; dilué au 1/5000e ;Thermo Fisher Scientific) dans du TBS Tween 0,15 %, lait 7 %. Après 
plusieurs lavages en TBS Tween 0,15 %, les membranes ont été incubées avec un anticorps secondaire 
anti-lapin (dilué au 1/2000e ; Dako, pour les membranes incubées avec HuFPN1 et HuFPN2) ou anti-
souris conjugué HRP (dilué au 1/1000e ; Dako, pour la membrane incubée avec l’anticorps anti-V5) dans 
du TBS Tween 0,15 %, lait 7 % pendant 1 h. Le signal chemiluminescent a par la suite  été enregistré 
grâce au système GeneGnome (Syngene) après que les membranes, de nouveau lavées au TBS Tween 
0,15 % aient été incubées avec du substrat « Lumina Forte » (Merck Millipore) pendant 2 min 30.  

L’intensité des bandes révélées a été évaluée par densitométrie à l’aide du logiciel « GeneTools 
software » (Syngene). La membrane colorée au rouge Ponceau a été photographiée puis la 
densitométrie a été réalisée sur les profils de migration de chaque piste grâce au logiciel « ImageJ » 
(Wayne Rasband, NIH).  

 

c- Résultats 
 
 

i. Mise au point d’un protocole de différenciation et de polarisation des 
monocytes THP-1 en macrophages de type M2 

 
Les macrophages sont capables d’une grande plasticité phénotypique. En fonction des stimuli 
environnementaux reçus, ces cellules spécialisées vont se différencier et se polariser afin d’adapter 
leur réponse. Parmi les différents états phénotypiques que peuvent adopter ces cellules, deux états de 
polarisation, M1 et M2, ont été particulièrement décrits. Les macrophages de type M1 sont plutôt 
impliqués dans l'inflammation et la défense contre les agents pathogènes. Les macrophages de type 
M2 présentent, quant à eux, des propriétés d’immunorégulation et de réparation tissulaire (Genin et 
al, 2015).  

Il a été observé que la ferroportine était plus exprimée dans des macrophages de type M2 que dans 
des macrophages de type M1 (murins et humains) (Corna et al, 2010; Recalcati et al, 2010). Cela serait 
également le cas de l’héme oxygénase-1 et des récepteurs CD163 et TfR1, permettant respectivement 
l’assimilation de l’hémoglobine et du fer lié à la transferrine. En revanche, la ferritine (ferritine H en 
particulier) apparait plus fortement exprimée dans les macrophages de type M1 (Corna et al, 2010; 
Recalcati et al, 2010). Ainsi, ces derniers présentent un profil d’expression génique favorisant plutôt la 
rétention intracellulaire de fer. Les macrophages de type M2, quant à eux, montrent plutôt une 
aptitude à incorporer et à relarguer d’importantes quantités de fer (Corna et al, 2010; Recalcati et al, 
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2010). Il est important de souligner ici que cette aptitude est retrouvée in vivo chez les macrophages 
responsables du catabolisme des globules rouges sénescents (Corna et al, 2010).   

Au vu de ces observations, nous avons souhaité différencier et polariser nos cellules monocytaires THP-
1 en macrophages de type M2. Dans cette première phase de mise au point et de validation d’un 
protocole de différenciation et de polarisation, nous avons choisi, sur la base d’une revue de la 
littérature, de suivre l’expression de plusieurs marqueurs décrits comme étant particulièrement 
exprimés dans les macrophages de type M2 : la chimiokine CCL18, le récepteur du complexe 
hémoglobine/haptoglobine CD163 et le récepteur du mannose CD206 (Genin et al, 2015; Zarif et al, 
2016; Ayaub et al, 2019).  

Suite à un échange avec l’équipe du Dr. Kjetil Ask de l’Université McMaster à Hamilton, au Canada, 
nous avons testé deux protocoles qui diffèrent dans le nombre de cytokines utilisé au moment de la 
polarisation (Ayaub et al, 2019). Après une étape de différenciation des cellules monocytaires THP-1 
non adhérentes en macrophages naïfs non polarisés de type M0, par incubation en présence de PMA 
(« Phorbol 12-Myristate 13-Acetate »), les cellules devenues adhérentes ont été polarisées en 
macrophages de type M2 en présence de deux (IL4/13) ou trois (IL4/13/6) interleukines. L’expression 
des différents marqueurs de macrophages de type M2 (CCL18, CD163 et CD206) ainsi que celle de la 
ferroportine ont ensuite été évaluées par RTqPCR en prenant les macrophages de type M0 comme 
témoin (Figure 32).  
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Figure 32 : Analyse par RTqPCR de l’expression des différents marqueurs M2 (CCL18, CD163 et CD206) et de la 
ferroportine (FPN) à l’issue des différents protocoles de polarisation des cellules THP-1 en macrophages de 
type M2. 
(A) L’expression des différents marqueurs M2 (CD163 et CD206) et de la ferroportine mesurée dans les cellules 
THP-1 différenciées et polarisées en macrophages de type M2 avec 2 (PMA + IL4/13) ou 3 interleukines (PMA + 
IL4/13/6) a été normalisée sur l’expression du transcrit 18S et comparée à celle mesurée dans les cellules THP-1 
uniquement différenciées en macrophages de type M0 (PMA) selon la formule suivante : Ecible

∆Ctcible(contrôle-

échantillon)/E18S ∆Ct18S(contrôle-échantillon) (Pfaffl, 2001); l’efficacité de chaque PCR (E) étant estimée à 2, soit un 
doublement du nombre d’amplicons à chaque cycle. (B) L’expression de CCL18 dans les cellules uniquement 
différenciées en macrophages de type M0 (PMA) étant très faible et de ce fait mal détectée (Ct>35 cycles), 
l’expression différentielle de CCL18 par rapport à cette condition de référence n’a pas été calculée comme celle 
des autres marqueurs M2 et de la ferroportine. Seules les courbes d’amplifications de qPCR sont présentées pour 
ce marqueur.  
 
Nous pouvons remarquer que les cellules THP-1, polarisées en présence des interleukines 4 et 13 ou 
4, 13 et 6, expriment plus fortement les différents marqueurs M2 que les cellules THP-1 uniquement 
différenciées en macrophages de type M0. Cette élévation est particulièrement prononcée pour les 
marqueurs CD206 (avec un différentiel d’expression >10) et CCL18 (avec Ct qui passent de >35 cycles 
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à <30 cycles). De manière intéressante, les 3 marqueurs semblent plus exprimés lorsque les 3 
interleukines 4, 13 et 6 ont été utilisées.  
 
La polarisation en macrophages de type M2 augmente également l’expression de la ferroportine (avec 
un différentiel d’expression supérieur à 1,2 ). Contrairement aux marqueurs de type M2, la tendance 
serait en faveur d’une polarisation en présence de 2 interleukines. Ces résultats nécessiteraient d’être 
confirmés.  
 
En nous basant sur la plus forte augmentation de l’expression des marqueurs du phénotype M2 dans 
le cas d’une polarisation à trois interleukines 4, 13 et 6, nous avons fait le choix de ce protocole pour 
la suite de nos expériences. 
 
  

ii. Création de cellules THP-1 éditées au locus SLC40A1 
 

Afin de mettre en place des tests fonctionnels sur le modèle cellulaire THP-1, nous avons entrepris de 
créer des clones THP-1 modifiés au locus SLC40A1 à l’aide de la technologie CRISPR-Cas9.  

 

1. Invalidation d’un des deux allèles du gène SLC40A1 
 

Pour engendrer un effet fonctionnel fort et sans ambiguïté, un premier type de modification a été 
envisagé : la création d’un décalage du cadre de lecture inactivant totalement un des deux allèles du 
gène.  

Classiquement, la seule introduction du complexe Cas9/ARN guide dans la cellule suffit à obtenir ce 
type d’édition génique. En effet, pour réparer la cassure double brin de l’ADN générée par la nucléase, 
la cellule va principalement mobiliser un mécanisme de réparation par recombinaison non homologue 
ou « NHEJ » (« Non-Homologous-End-Joining ») qui, en entrainant des insertions/délétions aléatoires, 
se révéle particulièrement utile pour inactiver un gène (Tsai & Joung, 2016).  

Pour faciliter la sélection clonale, nous avons décidé, en nous appuyant sur la stratégie publiée en 2016 
par Zhou et collaborateurs, de générer un décalage du cadre de lecture en introduisant un gène de 
résistance à un antibiotique dans un des deux allèles du gène SLC40A1 (Zhou et al, 2016). Après avoir 
évalué la sensibilté des cellules THP-1 à la zéocine, nous avons choisi de travailler avec un gène de 
résistance à cette drogue. 

Pour introduire la cassette d’expression de la zéocine au locus SLC40A1, nous avons electroporé les 
cellules THP-1 avec le complexe Cas9/ARN guide et un ADN donneur linéaire double brins. Nous avons 
fait le choix d’apporter la Cas9 et l’ARN guide sous forme de ribonucléoprotéine plutôt que par 
plasmides. En effet, cette méthode permet de réduire le risque de coupures aspécifiques en limitant 
le temps de présence et le niveau d’expression de la Cas9 dans les cellules (Tsai & Joung, 2016). L’ADN 
donneur, quant à lui, comportait le gène de sélection mais aussi la séquence SLC40A1 ciblée par l’ARN 
guide. Ainsi, selon la stratégie élaborée par Zhou et collaborateurs, la Cas9, en coupant à la fois l’ADN 
génomique et l’ADN donneur, favoriserait, selon un mécanisme de réparation indépendant de la 
recombinaison homologue, l’insertion de l’ADN donneur au niveau de la coupure double brin du gène 
SLC40A1 (Figure 33) (Zhou et al, 2016). Nous avons décidé de rompre le cadre de lecture dès l’exon 1, 
un codon après l’ATG du gène SLC40A1.  
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Figure 33 : Stratégie CRISPR-Cas9 utilisée pour construire un clone THP-1 avec un des deux allèles du gène 
SLC40A1 invalidé. 
L’ARN guide (ARNg) complexé à la Cas9 vient s’hybrider sur la séquence cible du gène SLC40A1, portée également 
par l’ADN donneur. La Cas9 génère alors une coupure double brin du gène SLC40A1 mais aussi de l’ADN donneur, 
porteur d’un gène de résistance à la zéocine. Cette coupure favorise l’insertion de l’ADN donneur au niveau du 
site de coupure du gène SLC40A1. Cette insertion provoquera la transcription d’un ARNm aberrant et l’apparition 
d’un codon stop prématuré, l’allèle sera alors « invalidé ». 
 

 Sélection et validation des clones au niveau de l’ADN génomique 

Sur les conseils des Dr. Eric Lippert, de l’UMR 1078 (à Brest), et Valérie Prouzet-Mauléon, de l’unité 
Inserm U1218 à Bordeaux, un milieu semi-solide (Méthylcellulose) supplémenté en zéocine, 
contraignant les cellules non adhérentes à croître en amas, a été utilisé pour faciliter l’isolement et la 
sélection des cellules électroporées. Le séquençage Sanger du gène SLC40A1 des 9 clones résistants 
obtenus, a confirmé l’édition génique « attendue » pour un des clones, le clone 3. Une insertion de 
816 pb, correspondant à l’ADN donneur, a été identifiée dans l’un des deux allèles du gène SLC40A1, 
à proximité du codon d’initiation de la traduction ATG. Le deuxième allèle, quant à lui, ne présentait 
aucune modification (Figure 34). 
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Figure 34 : Caractérisation par séquençage de type Sanger du clone 3. 
Le clone 3 possède un allèle de type sauvage et un allèle modifié par l’insertion de l’ADN donneur, au locus 
SLC40A1. L’insertion a eu lieu au niveau du site de coupure de la Cas9, localisé dans le codon après l’ATG (encadré 
en rouge).  
 
 
 

 Validation au niveau des transcrits 
 
Le polymorphisme c.663T>C (rs2304704 ; p.Val221Val), à l’état hétérozygote au locus SLC40A1 des 
cellules THP-1 natives, nous a permis d’évaluer l’expression des deux allèles du gène SLC40A1 dans le 
clone 3, par séquençage de l’ARNm reverse transcrit. Contrairement aux cellules natives, 
l’hétérozygotie c.663T>C n’a pas été retrouvée par séquençage pour le clone 3. En révélant l’absence 
d’expression de l’allèle c.663T, ces résultats confirment l’inactivation d’un des deux allèles du gène 
SLC40A1 dans ce clone (Figure 35). 
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Figure 35 : Séquençage Sanger des ARNm SLC40A1 reverse transcrits des cellules THP-1 natives et du clone 3. 
Les ARN totaux ont été extraits des cellules THP-1 natives et de notre clone 3 sélectionné par Zéocine. L’ADNc 
obtenu à partir des ARNm reverse transcrits a été amplifié par PCR. L’expression des deux allèles du gène 
SLC40A1 a ensuite été déterminée par séquençage de type Sanger grâce à la présence du polymorphisme 
c.663T>C à l’état hétérozygote dans les cellules THP-1 natives.  
 
 
 

2.  Introduction de mutations faux-sens à l’état hétérozygote au locus 
SLC40A1 

 
Pour nous placer dans le contexte de l’hémochromatose de type 4A (ou maladie de la ferroportine) et 
travailler sur des effets fonctionnels plus « partiels », nous avons par la suite envisagé d’introduire, à 
l’état hétérozygote au locus SLC40A1, deux mutations faux-sens clairement associées à 
l’hémochromatose de type 4:  

-la mutation c.238G>A (p.Gly80Ser) qui affecte la présence en membrane plasmique 
de la ferroportine (Callebaut et al, 2014) 

-la mutation c.521A>T (p.Asn174Ile) qui engendre un défaut d’export de fer du 
transporteur sans pénaliser son expression en surface cellulaire (Le Gac et al, 2013).  

 
Il s’agit là d’un évènement d’édition génique plus difficile à obtenir. L’introduction de mutations 
précises par la technologie CRISPR-Cas9 dépend, en effet, d’un mécanisme de réparation de l’ADN par 
recombinaison homologue, ou « HDR » (« Homology-Directed-Repair »), qui est plus rarement 
mobilisé par la cellule que la voie « NHEJ » (Tsai & Joung, 2016; Liang et al, 2017).  
 
Pour y parvenir, un ADN donneur, porteur de la susbstitution à insérer, doit être introduit dans les 
cellules avec le complexe Cas9/ARN guide. Afin d’optimiser nos chances d’obtenir des clones positifs, 
nous avons tenu compte des recommandations formulées par Liang et collaborateurs en 2017, à savoir 
(Liang et al, 2017) : 

-Produire un ADN donneur simple brin possédant deux bras d’homologie asymétriques de part 
et d’autre du changement nucléotidique à introduire (30 bases d’homologie en 3’, >40 bases en 5’) 
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-Protéger les extrémités de l’ADN donneur des dégradations nucléasiques par des 
modifications phosphorothioates.  
 
L’établissement des clones « p.Gly80Ser » a été confié au Dr. Carine Lefevre de l’unité Inserm U1016 à 
Paris. De mon côté, je me suis attelée à la construction des clones « p.Asn174Ile ». 
 
Le séquençage du gène SLC40A1 de 50 clones isolés par méthylcellulose, a révélé qu’aucun d’entre-
eux ne portaient la substitution p.Asn174Ile attendue. En revanche, nous avons pu observer que deux 
de ces clones, les clones 28 et 39, présentaient des évènements de délétions de 63 et 37 pb, 
respectivement, sur un des deux allèles du gène SLC40A1 ; délétions qui éliminent le site accepteur 
d’épissage en 3’ de l’intron 5 (Tableau V). 
La caractérisation par séquençage des transcrits SLC40A1, a révélé que des sites cryptiques, localisés 
31 et 47 nucléotides après le début de l’exon 6, respectivement pour les clones 28 et 39, étaient utilisés 
lors de la maturation des ARN pré-messagers. Ces évènements d’épissage alternatif pourraient 
conduire à la traduction de ferroportines mutées présentant un codon stop prématuré (clone 28) ou 
une délétion de 15 acides aminés (clone 39) (Tableau V).  
 
Tableau V : Mutations observées dans les clones 28 et 39 à l’état hétérozygote au locus SLC40A1. 

Clones Mutations nucléotidiques c. 
(NM_014585.5) 

 

Mutations protéiques p. 

28 c.515-34_543del p.Asn172Ilefs*58 
39 c.515-6_545del p.Asn172_Ala188delinsThr 

 
Comme nous pouvions nous y attendre, ces deux délétions résultent d’une réparation par 
recombinaison non homologue « NHEJ » de la cassure double brin générée par le complexe Cas9/ARN 
guide. Par manque de temps, la poursuite de l’isolement clonal des cellules électroporées restantes, 
pour obtenir des clones p.Asn174Ile, a été suspendue.  

De son côté, le Dr. Carine Lefevre a utilisé une stratégie qui présentait quelques différences avec celle 
que nous avions employée pour établir des clones « p.Gly80Ser »: 

-la Cas9 et l’ARN guide n’ont pas été apportés sous forme de ribonucléoprotéine mais par un 
plasmide 

-la Cas9, en fusion avec la protéine GFP, a permis d’isoler les cellules transfectées des non 
transfectées 

-l’ADN donneur simple brin utilisé possédait des bras d’homologie symétriques.  
 
Plusieurs ampoules de cellules GFP+ nous ont été adressées. Une PCR digitale, réalisée avec une sonde 
fluorescente spécifique de la mutation c.238G>A (p.Gly80Ser), a été mise au point au laboratoire de 
génétique du CHU de Brest. Elle a permis d’analyser les pools de cellules dans leur ensemble et a révélé 
la présence de la variation nucléotidique. Les clones positifs n’ont pas encore été isolés.  
 
L’obtention relativement aisée des clones 28 et 39, présentant d’importantes délétions au locus 
SLC40A1, nous a amené à nous remettre en question sur la stratégie que nous avions adoptée 
précédemment pour invalider un allèle de ce gène d’intérêt. L’avantage conféré par l’introduction d’un 
gène de résistance à la zéocine, face au simple apport du complexe Cas9/ARN guide dans les cellules, 
nous est finalement paru assez négligeable au vu du temps conséquent que nous avions consacré à la 
mise en œuvre de ce protocole. A l’issue de ces travaux, mon point de vue est qu’il est plus simple et 
plus rapide d’invalider un allèle en apportant seulement le complexe Cas9/ARN guide dans les cellules.   
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iii. Mise en place et validation de tests fonctionnels 
 

Sur le modèle cellulaire THP-1 et grâce à l’obtention de clones « témoins », nous voulions mettre en 
place différents tests fonctionnels dans le but d’évaluer la présence en membrane plasmique, la 
capacité d’export de fer et la sensibilité à l’hepcidine de la ferroportine endogène. Cette première 
étape devait faciliter l’application de ces méthodes sur des macrophages de donneurs sains et de 
patients atteints d’hémochromatose de type 4. Par manque de temps, seuls des résultats préliminaires 
concernant la présence en membrane plasmique du transporteur ont pu être obtenus.  

La principale limite pour étudier la présence en surface cellulaire de la ferroportine endogène était le 
manque d’anticorps dans le commerce permettant une détection fiable et efficace du transporteur. 
Dans le courant de l’année 2019, nous avons débuté une collaboration avec le Dr. François Canonne-
Hergaux qui nous a mis à disposition deux anticorps anti-ferroportine humaine qu’il avait développés 
et produits (HuFPN1 et HuFPN2 - Fiche migratech Inserm transfert MT0579). Ces anticorps avaient 
précédemment été validés à partir d’extraits membranaires issus de cellules ovariennes d’hamster 
chinois (CHO) surexprimant le transporteur humain.  

Pour tester ces anticorps, un premier western blot a été réalisé à partir de protéines totales, issues de 
cellules HEK293 exprimant de façon stable et inductible la ferroportine humaine : Flp-in T-Rex FPN WT 
(Figure 36).  

 

Figure 36 : Premier test en western blot des anticorps anti-ferroportine humaine, mis à disposition par le Dr. 
François Canonne-Hergaux (HuFPN1 et HuFPN2). 
Western blot réalisé à partir de protéines totales (20 µg) extraites de cellules HEK293 exprimant de façon stable 
et inductible la ferroportine (taguée V5 en C-terminal), en présence de tétracycline (Tet+). Chaque échantillon 
protéique a été déposé en triplicat. Les membranes obtenues ont été incubées avec l’anticorps HuFPN1 (dilué 
au 1/2500e), ou HuFPN2 (dilué au 1/500e) ou anti-V5 (dilué au 1/5000e) (Thermo Fisher Scientific). Les colorations 
au rouge Ponceau sont présentées en-dessous des membranes révélées correspondantes.  
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Dans ce modèle cellulaire, la ferroportine humaine, dont la masse moléculaire est estimée à environ 
62,5 kDa (sans considération de modifications post-traductionnelles), est taguée V5 en C-terminal. 
L’anticorps anti-V5 permet de révéler une bande attendue, légèrement supérieure à 70 kDa, par 
western blot ; celle-ci est visible uniquement lorsque l’expression du transporteur a été induite par la 
tétracycline (sytème TET-ON). L’anticorps anti-V5 révèle également une bande moins intense à 60 kDa 
qui doit correspondre à la forme non mature du transporteur, la ferroportine étant probablement N-
glycosylée (Canonne-Hergaux et al, 2006). 

Sur les membranes incubées avec les anticorps HuFPN1 et HuFPN2, nous pouvons observer une bande 
à environ 130 kDa. Cette dernière apparait que l’expression de la ferroportine ait été induite ou non 
en présence de tétracycline, il s’agit donc d’une bande aspécifique. De manière intéressante, ces deux 
anticorps révèlent également une bande légèrement supérieure à 70 kDa et ce, seulement lorsque les 
protéines ont été extraites de cellules traitées à la tétracycline. Pour cette même condition, seul 
l’anticorps HuFPN2 révèle la bande à environ 60 kDa. Bien que les signaux détectés soient plus faibles 
que ceux observés avec l’anticorps anti-V5, à ce stade de l’analyse, ces anticorps anti-ferroportine 
semblent être en mesure de détecter par western blot la protéine dans un modèle de surexpression. 
Il sera possible et nécessaire d’optimiser le ratio anticorps/protéines. 

Suite à ces premiers résultats encourageants, nous avons voulu tester la capacité de ces anticorps à 
révéler la ferroportine exprimée de manière endogène par les cellules THP-1. Pour cela, nous avons 
utilisé différents types d’échantillons protéiques (Figure 37). 
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Figure 37 : Evaluation de la capacité de l’anticorps HuFPN1 à révéler la ferroportine endogène exprimée par 
les cellules THP-1. 
Western blot réalisé à partir de protéines de la membrane plasmique (20 µL) ou de protéines totales (20 µg) 
extraites de cellules THP-1 ou de monocytes primaires différenciés en macrophages de type M0 (PMA ou M-CSF) 
et/ou polarisés (IL) en macrophages de type M2. Les pistes témoins (échantillon chauffé ou HEK293 incubées ou 
non en présence de tétracycline) se trouvent à droite de la membrane. Le signal de la piste (5) étant plus faible, 
nous l’avons de nouveau révélé en masquant les autres pistes de la membrane (membrane du dessous). La 
membrane a été incubée avec l’anticorps HuFPN1 (dilué au 1/1000e). La coloration de la membrane révélée, au 
rouge Ponceau, est également présentée en bas à droite.  
NB : Seule la membrane incubée avec l’anticorps HuFPN1 est présentée, des résultats similaires ont été obtenus 
avec l’anticorps HuFPN2.  
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Des protéines totales issues de cellules Flp-in T-Rex FPN WT incubées (HEK293 +Tet) ou non (HEK293 -
Tet) en présence de tétracycline ont été déposées dans les pistes (1) et (2) comme témoins positif et 
négatif. De manière similaire à ce qui a été précédemment observé, l’anticorps HuFPN1, utilisé ici au 
1/1000ème, révèle une bande aux alentours de 70 kDa et ce, uniquement lorsque les protéines ont été 
extraites de cellules traitées à la tétracycline (piste (2)). Une seconde bande à environ 60 kDa, qui 
n’avait pas été révélée précédemment par cet anticorps utilisé à une dilution plus faible (1/2500ème), 
est également observée pour cette même condition.   
 
Des protéines totales, issues de cellules THP-1 différenciées en macrophages de type M0 (THP-1 + 
PMA) ou différenciées et polarisées en macrophages de type M2 (THP-1 + PMA + IL4/13/6), ont été 
déposées dans les pistes (3) et (4). Une bande fine et d’une intensité faible, à 70 kDa environ, est 
observée pour ces deux échantillons. Aucune bande à 60 kDa n’est ici détectée. De manière 
surprenante, la bande à 70 kDa  présente une intensité plus forte (+40 %) dans la piste (3) que dans la 
piste (4) (estimation du rapport entre le signal « ECL » et la densité du profil de migration de la piste 
totale de la membrane colorée au rouge Ponceau). Sur la seule foi de ce premier western blot, la 
ferroportine serait plus exprimée dans les cellules THP-1 différenciées en macrophages naïfs de type 
M0. Cette observation est en contradiction avec nos résultats de RTqPCR présentés figure 32 et les 
travaux menés par Recalcati et collaborateurs, qui avaient montré que la ferroportine était plus 
exprimée dans des macrophages de type M2 que dans des macrophages de type M0 (Recalcati et al, 
2010). Il sera impératif de répéter cette expérience pour confirmer ou infirmer ce résultat.   
 

Des protéines de la membrane plasmique, isolées de cellules THP-1 différenciées et polarisées en 
macrophages de type M2, ont été déposées dans la piste (5). Il faut noter que ces cellules ont été 
incubées pendant 16 h en présence de 400 µM de Fer-NTA (THP-1 + PMA + IL4/13/6 + fer) afin de 
favoriser la présence de la ferroportine en surface cellulaire (Delaby et al, 2005a). De manière 
intéressante, une fine bande, similaire à celle observée précédemment dans les échantillons de 
protéines totales issues de cellules THP-1, est détectée à 70 kDa environ.    
 
L’opportunité de tester d’autres types d’échantillons s’est présentée avec le travail de Kévin Uguen, 
également doctorant dans l’équipe. Une partie de son projet de thèse consistait à mettre en place un 
protocole afin de pouvoir travailler sur un modèle de cellules primaires : isolation des PBMC 
(« Peripheral Blood Mononuclear Cells ») à partir de résidus d’aphérèse, purification des monocytes et 
différenciation et polarisation de ces cellules en macrophages de type M2. Des extraits de protéines 
totales, issues de monocytes circulants de donneurs sains différenciés en macrophages de type M0 
(monocytes + M-CSF) et polarisés (monocytes + M-CSF + IL4/13) en macrophages de type M2, ont été 
déposés dans les pistes (6) et (7). Ici, une bande unique est révélée à 70 kDa dans les deux pistes dont 
l’intensité apparait légèrement plus forte dans la piste (6) (+27 %) que dans la piste (7). Contrairement 
à ce que nous attendions, la ferroportine, semble de nouveau, plus exprimée dans les macrophages 
de type M0 que dans les macrophages de type M2. Cette expérience devra être répétée.  
 
Pour aller plus loin dans la validation de ces anticorps, et notamment s’assurer de leur spécificité, il est 
possible d’utiliser de l’hepcidine, des siRNA anti-ferroportine ou faire bouillir les échantillons 
protéiques ; la chaleur pouvant provoquer l’aggrégation des protéines membranaires (Mahler et al, 
2009). Pour cela, un échantillon de protéines totales, chauffées à 95 °C pendant 5 minutes (monocytes 
+ M-CSF chauffé), a été déposé en piste (8).  
La non disparition du signal observée ici pose la question de la spécificité de la bande 
systématiquement révélée à 70 kDa. Il ne faut cependant pas exclure le fait qu’il s’agisse de la 
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ferroportine. En effet, Tsuji et collaborateurs ont très récemment observé, dans leur étude, que le 
signal « ferroportine » disparaissait uniquement lorsque les protéines chauffées provenaient de 
cellules transfectées et non de cellules natives avec une expression endogène de la ferroportine (Tsuji, 
2020).  
 
A ce stade de notre analyse, nous avons réussi à révéler par western blot une bande à 70 kDa dans 
différents modèles cellulaires. Néanmoins, nous avons détecté des variations du niveau d’expression 
que nous n’attendions pas (bande plus intense dans les macrophages de type M0 que dans les 
macrophages de type M2). Pour vérifier la spécificité de ces anticorps, il serait nécessaire d’utiliser de 
l’hepcidine et/ou des siRNA anti-ferroportine. Si nous validons ces anticorps anti-ferroportine 
humaine, nous pourrons évaluer le niveau d’expression du transporteur dans nos cellules THP-1 
modifiées par la technologie CRISPR-Cas9. Ces clones « témoins » nous serviront notamment à 
optimiser les conditions expérimentales visant à évaluer la présence en membrane plasmique de la 
ferroportine. Le signal faible obtenu avec ces deux anticorps pourrait être amélioré, d’une part, en 
titrant les anticorps. D’autre part, les échantillons protéiques pourraient être concentrés en 
développant un nouveau protocole d’extraction de protéines de membrane plasmique par 
ultracentrifugation (protocole mis à disposition par le Dr. François Canonne-Hergaux), que nous 
transposerions, une fois validé, aux macrophages de donneurs sains et de patients.  
  



200 
 

Discussion  
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I- Etude structure/fonction du mécanisme d’export du fer et de la 
résistance partielle à l’hepcidine de la ferroportine 

 

a- Mécanisme d’export du fer de la ferroportine 
 

La publication des structures 3D expérimentales de la ferroportine humaine (Billesbølle et al, 2020) 
nous a permis de valider les modèles 3D du transporteur humain qui avaient été construits par le Dr. 
Isabelle Callebaut à partir des structures expérimentales de BbFpn (Taniguchi et al, 2015). La structure 
des lobes N et C-terminaux des modèles est en effet hautement similaire aux nouvelles structures 
expérimentales, avec une superposition parfaite des acides aminés équivalents. En particulier, les 
acides aminés impliqués dans les réseaux de liaisons sont également bien observés dans les structures 
expérimentales. Cela conforte les observations que nous avons faites, durant mon travail de thèse, sur 
l’organisation et la dynamique de la « gate » intracellulaire de la ferroportine humaine. Associé à des 
tests fonctionnels et des simulations de dynamique moléculaire (sur 100 ns), le modèle de la 
ferroportine humaine, en conformation « outward-facing », nous a d’abord permis de dépasser les 
propositions formulées par Taniguchi et collaborateurs, sur la base de la structure expérimentale de 
l’homologue bactérien (Taniguchi et al, 2015), en identifiant des résidus critiques, spécifiques de la 
protéine humaine (Guellec et al., 2019). Des simulations de dynamique moléculaire plus longues (1 µs) 
nous ont ensuite permis de révéler des changements d’interactions avec une diminution des liaisons 
inter-lobes au profit de liaisons intra-lobes. Ces changements, qui conduisent progressivement à un 
déverrouillage de la « gate » intracellulaire, pourraient être à la base du basculement vers la 
conformation « inward-facing » (Le Tertre et al., 2020 en cours de rédaction).  

Ces différentes observations ont permis un retour vers la clinique puisque nous avons pu établir que  
8 des « gating-residues » ainsi identifiés, étaient associés à 14 mutations décrites chez des patients 
atteints d’hémochromatose de type 4A (ou maladie de la ferroportine). Le travail réalisé sur les 
« gating-residues » et la distinction entre variants « perte de fonction », du fait d’une diminution de la 
ferroportine en membrane plasmique ou d’un défaut spécifique d’export du fer, est à la base de la 
description, par nos équipes, d’un nouveau mécanisme physiopathologique. 

 

Nous nous sommes également intéressés au rôle de l’acide aspartique 325, qui avait été rapporté dans 
la littérature comme étant impliqué dans la coordination du fer au niveau du lobe C-terminal de la 
ferroportine (Deshpande et al, 2018; Billesbølle et al, 2020). Notre évaluation in vitro des mutants 
p.Asp325Ala, p.Asp325His et p.Asp325Asn, nous a conduit à observer des résultats différents de ceux 
présentés et commentés par les équipes italienne et américaine (Bonaccorsi di Patti et al, 2014; 
Deshpande et al, 2018). Associés à l’étude des structures 3D expérimentales de la ferroportine 
humaine, publiées par Billesbølle et collaborateurs (Billesbølle et al, 2020), ces résultats nous ont 
permis d’avancer de nouvelles hypothèses quant à l’importance structurale et fonctionnelle de ce 
résidu. En absence de métal, cet acide aminé serait critique pour la stabilité de la région déroulée, 
séparant le TM7a du TM7b, en établissant une liaison hydrogène avec le groupement –SH de la 
cystéine 326. En présence de fer, l’acide aspartique ne formerait plus de liaison hydrogène avec la 
cystéine 326 mais avec une molécule d’eau qui elle-même interagit avec le substrat. Son interaction 
avec le fer serait donc indirecte.  
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Il est important de souligner que ces observations reposent sur l’exploitation de la structure 3D 
expérimentale de la ferroportine humaine, déterminée par Billesbølle et collaborateurs en présence 
d’hepcidine et de cobalt (Billesbølle et al, 2020). Nous pouvons y voir deux limites principales : 

- La première est que cette structure n’a pas été déterminée en présence de fer mais de cobalt, 
un des autres substrats décrits dans la littérature avec le zinc, le manganèse et le nickel, 
comme étant également transporté par la ferroportine mais dans une moindre mesure que le 
fer (Madejczyk & Ballatori, 2012; Mitchell et al, 2014; Li et al, 2020). Or, bien que tous soient 
des cations divalents, ces différents métaux sont probablement coordonnés de manière 
différente par le transporteur. 
  

- La seconde est que la coordination de l’ion métallique apparait, sur cette structure 
expérimentale, comme étant principalement assurée par l’hepcidine via son carboxylate en C-
terminal. Nous pouvons donc nous demander comment ce site est préservé en l’absence du 
peptide régulateur.  

Pour avoir de premières réponses à ces interrogations et ainsi mieux comprendre le défaut d’export 
du fer révélé in vitro pour le mutant p.Asp325Asn, des simulations de dynamique moléculaire vont être 
réalisées en présence de Fe2+, à partir de la structure 3D expérimentale de la ferroportine humaine, 
déterminée en absence d’hepcidine et de cobalt par Billesbølle et collaborateurs (Billesbølle et al, 
2020).  

 

Au-delà de la coordination du fer par le transporteur qui mérite d’être plus amplement explorée tout 
comme la « gate » extracellulaire stabilisant la ferroportine en conformation « inward-facing », qui a 
été très peu étudiée, un point central reste encore irrésolu. Il s’agit des mécanismes moléculaires qui 
régissent les basculements conformationnels de la ferroportine lors de son cycle de transport du fer.  

Ces derniers mois, plusieurs articles, rapportant différentes hypothèses autour du mécanisme d’export 
du fer par la ferroportine, ont été publiés. Ces derniers sont venus nourrir la réflexion autour de cette 
question primordiale.   

Un fait important est que Tortosa et collaborateurs, suite à des simulations de dynamique moléculaire 
menées à partir des structures expérimentales de BbFpn, ont confirmé, en septembre 2020, que la 
conformation de base du transporteur était la conformation « outward-facing » (Tortosa et al, 2020). 
Cette observation pose alors la question du mécanisme qui permettrait à la ferroportine de basculer 
de cette conformation de base à la conformation « inward-facing », lui permettant de lier le fer 
intracellulaire (Figure 38). Deshpande et collaborateurs, qui avaient rapporté pour la première fois 
l’importance du calcium extracellulaire pour la fonction d’export du fer de la ferroportine, avaient 
proposé que celui-ci, en se fixant dans le site de liaison du lobe N-terminal, induisait ce changement 
conformationnel (Deshpande et al, 2018). De manière intéressante, Billesbølle et collaborateurs, en 
août 2020, puis Li et collaborateurs, en octobre 2020, ont conforté cette hypothèse en observant 
également que le calcium extracellulaire augmentait la capacité d’export du fer de la ferroportine 
(Billesbølle et al, 2020; Li et al, 2020). Ainsi, ces différents travaux rendent plausible l’hypothèse d’un 
changement conformationnel « outward- » vers « inward-facing » induit par la fixation du calcium. Il 
est toutefois important de noter que, pour l’instant, seuls Deshpande et collaborateurs ont observé 
une coordination du calcium dans le lobe N-terminal, par cristallisation de l’homologue bactérien en 
présence de CaCl2 (Deshpande et al, 2018).  
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Une analyse de la littérature permet de dégager deux éléments qui pourraient jouer un rôle dans le 
basculement « outward- » vers « inward-facing » : le motif A et la bicouche lipidique. Le motif A est un 
élément très fort de l’identité des protéines MFS puisqu’il est observé chez une majorité des membres 
de cette grande famille avec comme motif consensus : [G-(X3)-(D/E)-(R/K)-X-G-[X]-(R/K)-(R/K)]. Ces 
acides aminés se répartissent entre les hélices transmembranaires 2 et 3 du lobe N-terminal (Griffith 
et al, 1992; Jessen-Marshall et al, 1995). Le rôle du motif A dans la stabilisation de la conformation 
« outward-facing » a été démontré chez plusieurs protéines MFS où il est impliqué dans différentes 
interactions intra- et inter-lobes (Jiang et al, 2013; Martens et al, 2018). En étudiant le transporteur 
MFS bactérien YajR, Jiang et collaborateurs ont suggéré que les résidus composant le motif A étaient 
également impliqués dans un relais de charges faisant suite à la fixation d’un proton. En se fixant sur 
un site indépendant de celui du substrat, le proton agirait comme un co-facteur qui provoquerait le 
déplacement d’électrons le long de ce motif et apporterait de cette façon, une partie de l’énergie 
nécessaire à un changement de conformation (Jiang et al, 2013). Une autre hypothèse a été formulée 
par Martens et collaborateurs qui ont étudié le transporteur MFS bactérien Xyle et observé que 
certains des résidus du motif A, mais pas seulement, pouvaient interagir directement avec la bicouche 
lipidique. Ces interactions auraient pour conséquence de rompre les liaisons non covalentes de la 
« gate » intracellulaire, facilitant alors le passage d’une conformation « outward-facing» à une 
conformation « inward-facing » (Martens et al, 2018). De manière intéressante, nous pouvons 
remarquer que le motif A de la ferroportine humaine, qui est composé notamment des résidus Asp81, 
Asp84, Lys85 et Arg88 intervenant dans la « gate » intracellulaire, est associé à 5 mutations qui ont été 
identifiées chez des patients atteints d’hémochromatose de type 4A (p.Gly80Ser, p.Gly80Val 
p.Asp84Glu, p.Arg88Thr et p.Arg88Gly) (Cremonesi et al, 2005; Callebaut et al, 2014; Guellec et al, 
2019). L’importance fonctionnelle de ce motif chez la ferroportine, en dehors de sa participation à des 
liaisons non covalentes qui stabilisent la « gate » intracellulaire, reste encore à déterminer.   
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Figure 38 : Schéma repositionnant les différents éléments qui pourraient intervenir dans le basculement 
conformationnel « outward- » vers « inward-facing » de la ferroportine sur les modèles 3D du transporteur 
humain construits par le Dr. Isabelle Callebaut.  
La fixation du calcium extracellulaire dans le lobe N-terminal du transporteur, le motif A, ainsi que la bicouche 
lipidique pourraient jouer un rôle dans cette transition conformationnelle.  
NB : Les résidus Asp81, Asp84, Lys85 et Arg88 qui composent le motif A sont aussi des acides aminés que nous 
avons identifiés comme étant des « gating-residues » critiques pour la formation de la « gate » intracellulaire du 
transporteur humain.  
 

A ce jour, 3 hypothèses différentes se dessinent pour expliquer le basculement conformationnel 
« inward- » vers « outward-facing » du transporteur (Figure 39). 

- La première s’appuie sur les travaux de Tortosa et collaborateurs qui ont montré que la 
conformation « outward-facing » était plus favorable énergétiquement/plus stable que la 
conformation « inward-facing » en membrane (Tortosa et al, 2020). Nous pouvons ainsi 
imaginer que le fer « profiterait » seulement du basculement furtif de la ferroportine en 
conformation « inward-facing » pour se loger dans son site de liaison sans avoir de rôle 
« mécanistique » dans le rebasculement du transporteur en conformation « outward-facing ».  

- La deuxième hypothèse est que le fer jouerait un rôle dans cette transition « inward- » 
vers « outward-facing ». En révélant la présence du cobalt dans les sites de liaison des lobes N 
et C-terminaux de la ferroportine humaine par cryomicroscopie électronique, Billesbølle et 
collaborateurs ont suggéré que les deux lobes du transporteur prenaient part à la prise en 
charge du métal (Billesbølle et al, 2020). Or, Tortosa et collaborateurs ont ensuite observé, par 
des expériences de simulations de dynamique moléculaire, que le fer venait se loger 
spontanément au niveau du lobe N-terminal de BbFpn en conformation « inward-facing ». Ces 
auteurs ont alors proposé que la fixation du fer dans le lobe N-terminal induisait le passage 
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d’une conformation « inward-facing » à une conformation de type « occluded », ce qui 
favoriserait l’entrée du fer dans le  deuxième site de coordination du métal, localisé dans le 
lobe C-terminal du transporteur (Tortosa et al, 2020). 

- La troisième hypothèse est que le fer, aidé d’un co-facteur, induirait la transition « inward- » 
vers « outward-facing ». Cette hypothèse repose sur les travaux de Li et collaborateurs qui 
viennent tout juste de rapporter, en travaillant à partir de protéoliposomes contenants la 
ferroportine humaine, que le transport du métal était couplé au transport de protons, 
suggérant ainsi que la ferroportine est un symporteur Fe2+/H+ (Li et al, 2020). Sur la base du 
modèle de transport emprunté par le symporteur MFS LacY (sucre/H+), les auteurs ont proposé 
que la protonation de la ferroportine augmentait l’affinité du fer pour son site de liaison. La 
fixation du métal induirait alors un basculement conformationnel « inward- » vers « outward-
facing » ce qui engendrerait la libération du substrat dans le compartiment sanguin ainsi que 
la déprotonation du transporteur.  
 

 

Figure 39 : Schéma repositionnant les différents éléments qui pourraient intervenir dans le basculement 
conformationnel « inward- » vers « outward-facing » de la ferroportine sur les modèles 3D du transporteur 
humain construits par le Dr. Isabelle Callebaut. 
La fixation du fer dans les sites de coordination du métal décrits dans les deux lobes de la ferroportine ainsi que 
le co-transport d’un proton intracellulaire pourraient être impliqués dans cette transition conformationnelle.  
 

Ensemble, ces travaux montrent bien que le mécanisme d’export du fer de la ferroportine n’est pas 
encore totalement élucidé. De futures explorations seront ainsi nécessaires pour identifier les 
mécanismes moléculaires qui sous-tendent les basculements conformationnels du transporteur ; un 
processus pouvant se révéler extrêmement dynamique. Pour exemple, il a été estimé que le 
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transporteur LacY opèrait une transition conformationnelle 16 à 21 fois par seconde soit une fois 
toutes les 50 000 µs environ (Viitanen et al, 1984; Stelzl et al, 2014).  

 

b- Mécanisme de résistance partielle de la ferroportine à l’hepcidine 
 

La caractérisation structurale et fonctionnelle des mutations p.Gly204Ser et p.Ser47Phe a fait évoluer 
la vision dichotomique que nous avions de l’implication de chacun des lobes de la ferroportine dans le 
processus de régulation post-traductionnel médié par l’hepcidine (Le Tertre et al, 2017). Nos travaux 
suggèrent, en accord avec ce qui avait été rapporté par Aschemeyer et collaborateurs puis Billesbølle 
et collaborateurs, que le lobe N-terminal du transporteur intervient à la fois dans la liaison 
hepcidine/ferroportine mais également dans les changements conformationnnels du transporteur qui 
lui font suite (Aschemeyer et al, 2018; Billesbølle et al, 2020).   

Notre étude a permis de révéler que la résistance partielle, voire très partielle à l’hepcidine, de variants 
localisés dans le lobe N-terminal, était associée à des mécanismes différents. Nous pensons que la 
mutation p.Gly204Ser, par un défaut de « packing » affectant  l’organisation structurale du lobe N-
terminal, pénalise indirectement l’interaction hepcidine/ferroportine et/ou les remaniements 
structuraux du transporteur qui s’ensuivent. La mutation p.Ser47Phe empêcherait, quant à elle, 
l’établissement d’une liaison hydrogène entre la sérine 47 de la ferroportine et la proline 5 de 
l’hepcidine. La phénylalanine à cette position pénaliserait de plus, le rapprochement hepcidine/lobe 
N-terminal de la ferroportine par encombrement stérique.  

Nos travaux ont souligné l’originalité de la mutation p.Ser47Phe qui provoque également une « perte 
de fonction » du transporteur. Les analyses in silico suggèrent que la substitution de la sérine 47 par 
une phénylalanine (acide aminé comportant une chaine latérale « imposante » avec un cycle 
aromatique), pénalise la fonction d’export du fer du transporteur en déstabilisant l’environnement 
local de l’hélice transmembranaire 1 qui intervient dans la formation du site de coordination du cation 
divalent au niveau du lobe N-terminal (Deshpande et al, 2018; Billesbølle et al, 2020). Ces observations 
conduisent à proposer que la mutation p.Ser47Phe est une mutation « ambivalente » ; à la fois 
« perte » et « gain de fonction ». 

On peut toutefois se demander si l’effet « gain de fonction » n’est pas une conséquence indirecte de 
l’effet « perte de fonction ». Ce questionnement est lié aux travaux de Billesbølle et collaborateurs qui 
ont rapporté que l’affinité de l’hepcidine pour le transporteur augmentait de près de 80 fois lorsque 
celui-ci était chargé en fer. Cette observation, cohérente avec la fonction hyposidérémiante de 
l’hepcidine, pourrait s’expliquer par le fait que le fer favorise la liaison du peptide régulateur dans le 
lobe C-terminal en stabilisant le TM7b, qui, sans fer, présente une importante flexibilité. Cette 
meilleure affinité pourrait également résulter d’un établissement de contacts directs entre le métal et 
l’hepcidine (Billesbølle et al, 2020). Ces résultats très récents permettent de mettre en perspective les 
observations faites par Deshpande et collaborateurs qui suggèrent que la liaison du calcium dans le 
lobe N-terminal du transporteur est nécessaire au basculement de la ferroportine en conformation 
« inward-facing » et donc à la prise en charge du fer intracellulaire (Deshpande et al, 2018). Sur ces 
bases, nous pouvons imaginer que la mutation p.Ser47Phe pénalise la coordination du calcium dans le 
lobe N-terminal et de fait, limite les changements de conformations et la prise en charge du fer 
intracellulaire. La conséquence indirecte serait alors une moins bonne fixation de l’hepcidine à des 
ferroportines membranaires globalement moins chargées en fer. 
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Pour explorer cette hypothèse, il serait intéressant de commencer par confirmer les résultats de 
Billesbølle et collaborateurs en vérifiant, par cytométrie en flux et/ou isolement des protéines de la 
membrane plasmique et western blot, que la ferroportine de type sauvage est plus fortement régulée 
par l’hepcidine en présence qu’en absence de fer. Pour limiter les biais expérimentaux, une hepcidine 
correctement repliée et à des concentrations physiologiques devra être utilisée. Il faudrait également 
vérifier que le calcium stimule la fonction d’export du fer de la ferroportine de type sauvage en faisant 
varier les concentrations de Ca2+ dans le milieu. Si tel est le cas, des expériences pourront être réalisées 
pour déterminer si l’effet « gain de fonction » de la mutation p.Ser47Phe dépend ou non de son effet 
« perte de fonction ». En prenant la protéine de type sauvage comme témoin, l’équipe pourra, par 
cytométrie en flux, observer si le variant p.Ser47Phe résiste plus « fortement » à l’hepcidine en 
augmentant la quantité de calcium présente dans le milieu contenant du fer. Cela représenterait alors 
un premier argument en faveur d’un effet « gain de fonction » indirectement lié à la mauvaise prise 
en charge du fer par le transporteur.  
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II- Analyse de l’effet de variations faux-sens sur l’épissage du pré-
ARN messager SLC40A1 

 

Dans notre étude, seules deux mutations faux-sens (c.1402G>A ; p.Gly468Ser et c.430A>G ; 
p.Asn144Asp) sur les 15 testées in vitro, ont été observées comme modifiant l’épissage du pré-ARN 
messager SLC40A1. L’hypothèse d’une hétérogénéité phénotypique associée à des défauts d’épissage 
n’est donc que très partiellement vérifiée. 

Cette étude a attiré notre attention sur un évènement particulier : l’épissage alternatif de l’exon 5 que 
nous avons observé à la fois dans notre système « midi-gène » mais également dans deux lignées 
cellulaires (HepG2 et THP-1) qui expriment la ferroportine de manière endogène. Comme nous l’avons 
mis en évidence, le taux d’exclusion de cet exon, qui a la particularité d’être plus faiblement défini que 
les autres exons du gène SLC40A1, est modulé par la mutation c.430A>G (p.Asn144Asp). En 
augmentant l’inclusion de cet exon et par conséquent la traduction d’une protéine « pleine longueur », 
cette mutation pourrait avoir un double effet gain de fonction : au niveau protéique, comme cela avait 
été décrit précédemment (Drakesmith et al, 2005; Fernandes et al, 2009; Aschemeyer et al, 2018), 
mais aussi au niveau ARN.   

En pré-sélectionnant les variations à analyser in vitro par différents outils in silico, nous en avons peut-
être exclu à tort. La question se pose particulièrement pour les variations qui affectent les séquences 
auxiliaires d’épissage qui sont reconnues comme étant difficiles à prédire (Soukarieh et al, 2016). Au 
vu des résultats obtenus pour la mutation c.430A>G (p.Asn144Asp), il serait intéressant d’explorer les 
conséquences, sur cet épissage alternatif, des 7 autres variations décrites dans l’exon 5 qui n’ont pas 
été testées ici : (c.430A>C (p.Asn144His), c.431A>C (p.Asn144Thr), c.431A>G (p.Asn144Ser), c.454A>T 
(p.Ile152Phe), c.469G>A (p.Asp157Asn), c.474G>T (p.Trp158Cys) et c.484_486del (p.Val162del) (Mayr 
et al, 2010; Pietrangelo, 2017; Vlasveld et al, 2019). Cela permettrait peut-être de révéler d’autres 
effets « cachés » qui pourraient consolider l’effet attribué à la mutation c.430A>G.  

L’exclusion de cet exon, qui pourrait conduire à la traduction d’une protéine tronquée, a déjà été 
rapportée dans les bases de données TCGA (« The Cancer Genome Atlas ») et GTEx (« Genotype-Tissue 
Expression ») (Base de données ExonSkipDB) (Kim et al, 2020). D’après la base de données TCGA, ce 
saut d’exon a notamment été observé dans des tissus cancéreux de sein et de prostate. Or, il a été 
rapporté que l’expression de la ferroportine était diminuée dans différents tissus ou lignées cellulaires 
issus de ce type de cancers (Pinnix et al, 2010; XUE et al, 2015). Ainsi, il serait intéressant, en comparant 
des tissus sains et cancéreux, de vérifier s’il existe une corrélation entre le taux d’exclusion de l’exon 5 
et la diminution de l’expression du transporteur. Cet épissage alternatif pourrait, en effet, représenter 
un nouveau mécanisme de régulation de l’expression de la ferroportine qui, dans le cas de cellules 
cancéreuses, pourrait favoriser leur prolifération en augmentant la rétention de fer intracellulaire 
(Pinnix et al, 2010).   

Plus globalement, l’analyse des séquences auxiliaires d’épissage de l’exon 5 pourrait permettre 
d’identifier les acteurs protéiques régulant, en trans, l’épissage alternatif de ce dernier. L’étude du 
profil d’expression de ces facteurs dans divers tissus (sains comme cancéreux) pourrait ensuite 
permettre de mieux apprécier le rôle et l’importance physiologique de cet évènement d’épissage. 
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III- Développement d’un nouveau modèle cellulaire pour l’étude 
fonctionnelle de la ferroportine 

 

En étudiant la ferroportine par surexpression d’un ADN complémentaire dans un modèle cellulaire 
éloigné du métabolisme du fer, nous faisons abstraction totale ou partielle du contexte génétique, des 
mécanismes de régulation de l’expression du transporteur mais aussi de l’importance de ses 
partenaires protéiques.  

En effet, plusieurs études ont montré que la ferroportine ne fonctionnait pas de manière isolée (Yang 
et al, 2020). La protéine Mon1a, par exemple, a été observée comme étant particulièrement critique 
pour le trafic intracellulaire de la ferroportine vers la membrane plasmique de macrophages murins 
(Wang et al, 2007). La protéine chaperonne PCBP2 (« Poly(rC)-Binding Protein 2 »), quant à elle, 
approvisionnerait le transporteur en fer intracellulaire en interagissant directement avec son 
extrémité C-terminale intracytoplasmique (Yanatori et al, 2014, 2016). Enfin, il est important de 
rappeler qu’in vivo, l’héphaestine et la céruloplasmine représentent deux ferroxidases qui 
conditionnent la libération du fer par la ferroportine dans le compartiment sanguin (Harris et al, 1999; 
Vulpe et al, 1999; Fuqua et al, 2018).  

Afin de dépasser ces limites, l’équipe souhaite travailler directement à partir de macrophages de 
donneurs sains et de patients atteints d’hémochromatose de type 4 exprimant de manière endogène 
une ferroportine de type sauvage ou mutée. Avant de travailler directement sur ces précieuses cellules, 
la lignée cellulaire monocytaire humaine THP-1 a été choisie pour mettre au point les différents 
protocoles visant à évaluer la présence en membrane plasmique, la capacité d’export du fer ainsi que 
la sensibilité à l’hepcidine de la ferroportine.  
 
Afin de mimer in vitro, le contexte dans lequel la ferroportine est la plus active in vivo, nous avons 
travaillé à différencier et polariser les monocytes THP-1 en macrophages de type M2. Pour cela, nous 
avons comparé deux protocoles de polarisation, reposant sur l’utilisation de deux (IL-4 et 13) ou trois 
(IL-4, 13 et 6) interleukines. Sur la base d’une expression plus prononcée des marqueurs M2, nous 
avons choisi de travailler avec un cocktail de trois interleukines. Cependant, plusieurs éléments 
méritent d’être soulevés par rapport aux travaux et aux choix qui ont été réalisés : 
 

- La polarisation des cellules en macrophages de type M2 a seulement été vérifiée en prenant 
comme référence les cellules THP-1 différenciées en macrophages naïfs de type M0, non 
polarisés. Pour valider « l’efficacité » de ce protocole de polarisation, il serait intéressant de 
différencier et polariser des monocytes THP-1 en macrophages de type M1, à l’aide d’un 
protocole adapté que l’équipe mettrait en place, afin de comparer l’expression de différents 
marqueurs M1 et M2 dans les deux populations macrophagiques obtenues.  
 

- D’autre part, le choix que nous avons fait de polariser nos cellules en présence d’interleukine 
6 est discutable/contestable. Nous avons remarqué, comme cela avait été observé dans 
d’autres études, que l’ajout de cette interleukine au cocktail de polarisation IL4/IL13, 
augmentait l’expression des marqueurs M2 (Zarif et al, 2016; Ayaub et al, 2019). Cependant, 
il a été rapporté que cette « hyperpolarisation » induite par l’IL6, était associée à une 
augmentation du stress du réticulum endoplasmique et de la réponse engagée par la cellule 
pour y faire face : l’UPR (« Unfolded Protein Response ») (Ayaub et al, 2019). Dans ces 
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conditions, le profil d’expression génique et la fonction de la cellule peuvent être modifiés ce 
qui pourrait biaiser la mise en place de protocoles visant à étudier la ferroportine. 

 
- Enfin, il est important de souligner que la catégorisation des états de polarisation M1/M2 est 

assez « caricaturale » et « réductrice » puisqu’in vivo, les macrophages présentent un 
continuum d’états phénotypiques qui vont dépendre du microenvironnement cellulaire (Sica 
& Mantovani, 2012). Des sous-populations de macrophages de type M2 ou des états de 
polarisation autres que M1/M2 ont d’ailleurs été décrits (Chinetti-Gbaguidi et al, 2015; Yao et 
al, 2019). Ces observations rappellent ainsi que le choix de différencier et de polariser les 
monocytes THP-1 en macrophages de type M2 pour mimer in vitro, le phénotype des 
macrophages responsables du catabolisme des globules rouges in vivo, présente certaines 
limites.  

 
Parallèlement à mon projet de thèse, les travaux sur les cellules primaires ont bien progressé. L’accès 
à des résidus d’aphérèse de donneurs sains a été organisé. Les protocoles permettant d’isoler les 
monocytes de ces échantillons puis de les différencier et de les polariser en macrophages de type M2 
ont été mis en place dans l’équipe. Cette évolution, associée à l’obtention relativement aisée de 
cellules de donneurs sains, questionne maintenant, l’intérêt de poursuivre le développement des tests 
fonctionnels sur les cellules THP-1 plutôt que sur ces cellules primaires. Il s’agit là d’un changement de 
stratégie qui sera finalement adopté par l’équipe. 

Concernant les tests fonctionnels, nous avons choisi de travailler avec des protocoles qui nous 
permettent de nous rapprocher au plus près des conditions physiologiques. Ainsi, des globules rouges 
sénescents seront utilisés comme source de fer pour étudier la présence en surface cellulaire du 
transporteur, afin de favoriser sa localisation en membrane plasmique (Delaby et al, 2005c, 2005a), 
mais également pour évaluer sa capacité à exporter le fer. Comme en témoigne la figure 40, nous 
avons mis en place, au laboratoire, en nous appuyant sur les conseils du Dr. François Canonne-Hergaux, 
un protocole d’érythrophagocytose sur des monocytes primaires différenciés et polarisés en 
macrophages de type M2.  

 

 
 

Figure 40 : Observation par microcopie (x400) de la capacité de monocytes primaires humains différenciés et 
polarisés en macrophages de type M2 à endocyter des érythrocytes sénescents. 
(A) Monocytes primaires humains différenciés et polarisés en macrophages de type M2 (par incubation avec M-
CSF et interleukines 4 et 13) en absence ou (B) en présence de globules rouges humains rendus sénescents de 
manière artificielle (par incubation pendant 16 h à 30 °C en présence de calcium et d’un ionophore (Delaby et al, 
2005c)). Les flèches rouges pointent des globules rouges endocytés par les macrophages.  
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La ferroportine étant majoritairement retrouvée dans les rafts lipidiques au niveau macrophagique, un 
protocole d’ultracentrifugation, mis à disposition par le Dr. François Canonne-Hergaux, sera mis en 
place pour les isoler (Auriac et al, 2010). L’expression en membrane plasmique de la ferroportine sera 
évaluée dans ces échantillons par western blot, à l’aide d’anticorps anti-ferroportine, dont la spécificité 
aura été vérifiée. La capacité de la ferroportine à exporter le fer intracellulaire sera, quant à elle, 
évaluée par dosage de la ferritine intracellulaire. Enfin, ces deux protocoles pourront être utilisés pour 
apprécier la sensibilité de la ferroportine à l’hepcidine, en observant la diminution de sa présence en 
membrane plasmique et le défaut d’export de fer induits par la présence du peptide régulateur, qui 
sera apporté sous sa conformation et à des concentrations physiologiques.  
 
La mise en place de ces protocoles permettra d’étudier la ferroportine de type sauvage mais également 
différents variants du transporteur en transposant ensuite ces protocoles sur des macrophages issus 
de patients atteints d’hémochromatose de type 4. Bien que cette façon plus « physiologique » de 
procéder paraisse plus « fiable » pour étudier la causalité de ces derniers, celle-ci présente des limites 
pouvant conduire à la mauvaise interprétation de certains variants. Le manque de sensibilité des 
techniques mises en œuvre ainsi que la difficulté à répéter des expériences pour dégager des 
différences significatives, peuvent, par exemple, entrainer à tort la classification de variants 
hypomorphes, qui ne présentent qu’un effet délétère « faible », en variants neutres. Pour cette raison 
notamment, il semble important de poursuivre, en parallèle, les études fonctionnelles par 
surexpression.  
 
Du fait de leurs différentes corrections géniques, qui pour certaines n’ont pas été retrouvées chez 
l’Homme (invalidation d’un allèle SLC40A1, codon stop prématuré et délétion de 15 acides aminés), 
les clones THP-1 obtenus ou en passe de l’être (clones porteurs des mutations faux-sens p.Asn174Ile 
et p.Gly80Ser à l’état hétérozygote) pourraient se révéler utiles pour explorer certaines questions qui 
restent posées autour de l’hémochromatose de type 4.  
C’est notamment le cas du mécanisme général de perte de fonction associé à l’hémochromatose de 
type 4A, ou maladie de la ferroportine, qui n’est pas encore totalement défini (Pietrangelo, 2017). Au 
vu de différentes études publiées dans la littérature, cette maladie autosomique dominante pourrait 
être engendrée par un mécanisme de dominance négative.   
 
Zohn et collaborateurs ont ainsi observé que les souris « flatiron », hétérozygotes pour la mutation 
«perte de fonction» p.H32R, (qui entraine un défaut de présence en membrane plasmique et d’activité 
de la ferroportine in vitro) présentaient un phénotype comparable à celui des patients atteints de la 
maladie (saturation de la transferrine basse, ferritine sérique élevée et importante rétention de fer 
dans les cellules de Kupffer) (Zohn et al, 2007). Cela n’avait, en revanche, pas été observé chez des 
souris porteuses d’une délétion hétérozygote du gène SLC40A1, qui ne présentaient pas de surcharge 
en fer évidente (Donovan et al, 2005). 
 
Le fait que, chez l’Homme, l’hémochromatose de type 4A soit presque exclusivement associée à des 
mutations faux-sens et non à des mutations non-sens ou entrainant une modification du cadre de 
lecture, a été avancé en faveur d’un effet dominant négatif (Pietrangelo, 2017).  
 
Pour vérifier l’existence d’un tel mécanisme, plusieurs équipes se sont attachées à mettre en évidence 
une oligomérisation de la ferroportine, principalement par le biais d’expériences de surexpression en 
lignées cellulaires. Certaines ont observé une dimérisation de la ferroportine alors que d’autres non 
(Gonçalves et al, 2006; Schimanski et al, 2005, 2008; Rice et al, 2009; Sabelli et al, 2017; Rishi et al, 
2020).  
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Très récemment, Rishi et collaborateurs ont observé une dimérisation intracellulaire des ferroportines 
de type sauvage et mutées, exogènes et taguées, par le biais d’expériences de PLA (« Proximity Ligation 
Assay ») réalisées dans la lignée cellulaire hépatocytaire humaine HuH-7 (Rishi et al, 2020). L’équipe 
australienne a alors proposé que les protéines mutées, qui présentent un défaut d’adressage 
membranaire, pénalisent par dimérisation, le trafic intracellulaire des protéines de type sauvage vers 
la surface des cellules et par conséquent, leur capacité à exporter le fer.   
 
Bien que ces différentes observations rendent l’hypothèse de dominance négative plausible, elles ne 
permettent pas d’exclure le fait qu’une haploinsuffisance puisse être à l’origine de la pathologie. Si le 
fait que la maladie soit principalement associée à des mutations « faux-sens » laisse penser à un 
processus de dominance négative, l’absence de mutations non-sens ou entrainant un décalage du 
cadre de lecture traduit peut-être aussi que la ferroportine ne puisse être mutée autrement que par 
des changements d’acides aminés ponctuels. Comme en témoigne la létalité in utero induite par 
l’inactivation totale du gène Slc40a1 chez la souris, la ferroportine, de par sa fonction unique d’export 
du fer dans l’organisme, a une importance cruciale (Donovan et al, 2005). Nous pouvons tout à fait 
imaginer que sa fonction soit pénalisée par un effet « seuil » qui serait particulièrement critique dans 
les macrophages qui gèrent la plus grande quantité de fer dans l’organisme.   
 
De manière intéressante, Sabelli et collaborateurs ont rapporté, en 2017, l’existence d’un mécanisme 
« intermédiaire » en travaillant à partir de macrophages de donneurs sains et de patients atteints 
d’hémochromatose de type 4 (Sabelli et al, 2017). Par chromatographie d’exclusion stérique et 
western blot, les auteurs n’avaient pas observé d’oligomérisation de la ferroportine. Des expériences 
d’immunofluorescence les ont conduit à observer qu’en présence d’un faible taux de fer, la 
ferroportine était retrouvée de manière comparable dans les endosomes précoces et à la membrane 
plasmique des macrophages pathologiques et sains mais que celle-ci s’accumulait davantage dans les 
lysosomes de macrophages de patients. En présence de grandes quantités de fer héminique, la 
ferroportine a été observée comme étant moins présente à la membrane plasmique des macrophages 
de patients. Ainsi, Sabelli et collaborateurs ont formulé l’hypothèse qu’une forte exposition au fer 
entrainait une sorte « d’embouteillage » dans les voies d’endocytose et de dégradation ce qui 
empêcherait l’apport suffisant de ferroportines sauvages comme mutées en membrane plasmique. 
Cette hypothèse expliquerait notamment pourquoi la capacité d’export du fer des macrophages, qui 
gèrent 20 à 25 mg de fer par jour via le catabolisme des globules rouges, est particulièrement affectée 
dans la maladie alors que celle des entérocytes qui ne transportent qu’1 à 2 mg de fer par jour semble 
préservée.  
 
 
Ensemble, ces différentes observations nous invitent notamment à étudier les conséquences des 
différentes corrections géniques de nos clones sur la localisation intracellulaire et en membrane 
plasmique de la ferroportine, qui présente ici, le grand avantage d’être exprimée de manière 
endogène. Pour ce faire, des expériences d’immunofluorescence pourront être mises en place avec 
des anticorps anti-ferroportine dont la spécificité aura été vérifiée.   
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Conclusion 
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En plus d’avoir contribué à une amélioration des connaissances fondamentales sur la structure et la 
fonction de la ferroportine et sa régulation par l’hepcidine, ces travaux de thèse nous ont permis 
d’apporter quelques éléments de réponse à la forte hétérogénéité phénotypique observée dans le 
cadre de l’hémochromatose de type 4 en mettant en évidence de nouveaux mécanismes 
physiopathologiques. La mise en place de tests fonctionnels sur des macrophages dérivés de 
monocytes prélevés chez des donneurs sains et des patients atteints d’hémochromatose de type 4 
devrait permettre à l’équipe UMR1078 d’étudier le comportement de la ferroportine à la membrane 
plasmique dans un environnement plus physiologique. Cela pourrait aussi contribuer à une meilleure 
description de l’effet de certaines variations faux-sens.  
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Résumé : L’hémochromatose de type 4 (HC4) 
est considérée comme l’une des formes les 
plus communes de surcharge en fer héréditaire 
après l’hémochromatose de type 1. Elle est 
associée à des mutations hétérozygotes du 
gène SLC40A1 qui code la seule protéine 
exportatrice de fer : la ferroportine (FPN), un 
transporteur MFS (« Major Facilitator 
Superfamily ») régulé de manière systémique 
par l’hepcidine. Au cours de ma thèse, je me 
suis intéressée à l’hétérogénéité phénotypique 
observée dans l’HC4 en faisant l’hypothèse de 
mécanismes moléculaires originaux et en 
cherchant à établir des liens avec l’étude des 
mécanismes d’export du fer et de régulation par 
l’hepcidine de FPN. Au travers d’études 
structure/fonction, j’ai participé à l’identification 
de liaisons non covalentes intra- et inter-lobes 
qui stabilisent FPN dans une conformation       
« outward-facing » (ouverte vers le milieu  

  extérieur) et participent à la dynamique de la      
« gate » intracellulaire. Plusieurs acides 
aminés impliqués dans ces interactions sont 
mutés chez des patients atteints d’HC4. Ces 
études ont également permis d’explorer le rôle 
particulier de l’acide aspartique 325 dans la 
coordination du fer mais aussi de confirmer 
l’existence de mécanismes différents de 
résistance à l’hepcidine et de suggérer 
l’hypothèse de variants ambivalents (perte et 
gain de fonction). Enfin, j’ai identifié deux 
mutations faux-sens qui modifient l’épissage 
du pré-ARN messager SLC40A1. Une partie 
de ma thèse a été consacrée à la mise en 
place d’un modèle cellulaire macrophagique 
basé sur une édition génique de cellules THP-
1 par CRISPR-Cas9. Bien que difficile à faire 
progresser, cette partie s’est révélée 
particulièrement formatrice. 
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Abstract : Hemochromatosis type 4 (HC4) is 
considered as one of the most common forms 
of inherited iron overload after 
hemochromatosis type 1. It is associated with 
heterozygous mutations in the SLC40A1 gene 
which encodes the sole iron exporter in 
mammals: ferroportin (FPN), an MFS (Major 
Facilitator Superfamily) transporter regulated at 
the systemic level by hepcidin. During my 
thesis, I was interested in HC4 phenotypic 
heterogeneity, by hypothesizing novel 
molecular mechanisms and by seeking to 
establish links with FPN iron export mechanism 
and its regulation by hepcidin. Using structure-
function studies, I have contributed to identify 
intra- and inter-domains noncovalent bonds 
which stabilize FPN “outward-facing” 
conformation (open to external compartment) 

  and participate in the intracellular gate 
dynamics. Several amino acids involved in 
these interactions are mutated in HC4 patients. 
Moreover, these studies have allowed us to 
explore the particular role of aspartic acid 325 
in iron coordination. We have confirmed the 
existence of different hepcidin resistance 
mechanisms and have suggested an 
ambivalent type of variants (loss and gain of 
function). Finally, I have identified two 
missense mutations with SLC40A1 pre-mRNA 
splicing consequences. Last but not least, my 
thesis was dedicated to the generation of a 
macrophage cell model, based on THP-1 cells 
and gene editing by CRISPR-Cas9. While this 
last section proved to be challenging, it was a 
good learning and practicing opportunity. 
 
 

 


