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Résumé 
 

Étude de l’homéostasie du fer dans des modèles cellulaires d’ataxie de Friedreich et 

d’autres défauts de synthèse des centres fer-soufre 

 

L’ataxie de Friedreich (AF) est une maladie neurodégénérative autosomique récessive se 

caractérisant par une ataxie spinocérébelleuse et une cardiomyopathie hypertrophique. L’AF 

résulte de l’expansion intronique de triplets GAA dans le gène FXN, codant pour la frataxine, 

une protéine mitochondriale impliquée dans les premières étapes de l’assemblage des centres 

Fe-S (ISC). Un déficit en frataxine entraîne un défaut en protéine à centres Fe-S ainsi qu’une 

surcharge en fer dans le cerveau et le cœur des patients. Cependant, les mécanismes orchestrant 

cette accumulation ferrique et les conséquences du déficit en frataxine restent encore mal 

compris.  

Le premier objectif de cette thèse a été d’étudier l’homéostasie du fer dans l’AF. L’étude de 

fibroblastes de patients a montré que le déficit en frataxine induit une réduction du contenu en 

coenzyme A (CoA) conduisant à un défaut de palmitoylation, une modification post-

traductionnelle du récepteur de la transferrine (TfR1). Ce déficit en palmitate provoque 

l’accumulation du TfR1 à la membrane, une augmentation de son endocytose associée à un 

retard de recyclage, entraînant une accumulation de fer cytosolique et mitochondriale. 

L’utilisation de dichloroacétate, de CoA ou d’artésunate augmente la palmitoylation du TfR1 

et diminue drastiquement la surcharge en fer, ouvrant la voie vers de nouvelles stratégies 

thérapeutiques.  

L’expansion de GAA dans FXN provoque une extinction en cis du gène PIP5K1B dans les 

fibroblastes de patients AF. PIP5K1B code pour la kinase pip5k1β, jouant un rôle majeur dans 

l’endocytose de récepteurs membranaires. Néanmoins, les rôles respectifs de FXN et PIP5K1B 

sur la surcharge en fer dans l’AF restent flous. Le second axe de ma thèse a été de tester la 

fonction de chacun de ces deux acteurs dans des modèles déficitaires en frataxine et/ou pip5k1β 

générés par des techniques d’ARN interférence. J’ai tout d’abord observé que la modification 

de l’expression de FXN ou PIP5K1B affecte significativement le second, démontrant que leurs 

expressions sont liées. D’autre part, la dérégulation de l’homéostasie du fer induite par une 

extinction partielle de la frataxine est accentuée par le déficit en pip5k1β. A l’inverse, un déficit 

en pip5k1β provoque une hausse de la frataxine et diminue la surcharge en fer, suggérant un 

possible effet bénéfique de son extinction.  

La biogenèse des centres Fe-S implique une vingtaine de protéines mitochondriales dont les 

déficits conduisent à des phénotypes cliniques variables, rarement associés à une accumulation 

de fer. Mon troisième axe de recherche a été d’étudier si tous les déficits de synthèse des ISC 

conduisent à un défaut de l’homéostasie du fer. L’étude de fibroblastes de patients a révélé que 

seuls les déficits des premières étapes de la biogenèse des ISC (FXN et FDXR) provoquent une 

dérégulation de l’homéostasie du fer alors qu’un déficit en protéine des stades tardifs (IBA57, 

NFU1 et NUBPL) n’a aucun impact sur le contenu en fer. 

 

Mots clés : Ataxie de Friedreich, défauts de synthèse des centres Fe-S, surcharge en fer, 

récepteur de la transferrine, palmitoylation. 

 



 

 

Abstract 
 

Study of iron homeostasis in cellular models of Friedreich's Ataxia and other defects of 

iron-sulfur clusters synthesis. 

Friedreich’s ataxia (FRDA) is an autosomal recessive neurodegenerative disease characterized 

by spinocerebellar ataxia and hypertrophic cardiomyopathy. FRDA results from intronic 

expansion of GAA trinucleotide in FXN gene, encoding frataxin, a mitochondrial protein 

involved in early stages of the iron-sulfur clusters (ISCs) assembly. Frataxin deficiency results 

in ISC-containing proteins defect and iron overload in heart and brain. However, the 

mechanisms leading to iron accumulation and the consequences of frataxin defect are still 

poorly understood.  

The first objective of this thesis was to study iron homeostasis in FRDA. Patient fibroblasts 

display frataxin deficiency that induces a reduction in coenzyme A (CoA) content leading to a 

palmitoylation defect, a post-translational modification of transferrin receptor 1 (TfR1). This 

palmitate deficiency causes an accumulation of membrane TfR1, increasing its endocytosis and 

delaying its recycling, resulting in cytosolic and mitochondrial iron accumulation. 

Dichloroacetate, CoA or artesunate increase the TfR1 palmitoylation and drastically reduce iron 

overload, paving the road for new therapeutic strategies. 

FXN GAA-repeat expansion causes cis-silencing of the upstream PIP5K1B gene in FRDA 

fibroblasts. PIP5K1B encodes the pip5k1 kinase, which plays a major role in membrane 

receptor endocytosis. Nevertheless, the respective roles of FXN and PIP5K1B on iron overload 

remain unclear. The second axis of my thesis was to test the function of each of them in frataxin 

and/or pip5k1 deficient cells lines generated by RNA interference silencing. I first observed 

that modification of either FXN or PIP5K1B expression affects the second, suggesting that their 

expressions are related. On the other hand, the deregulation of iron homeostasis induced by a 

partial extinction of frataxin is exacerbated by a decreased PIP5K1B expression. Conversely, 

PIP5K1B defect induces an increase of frataxin steady-state levels and a decrease of iron 

overload, suggesting a possible protective effect of PIP5K1B knock down. 

The ISCs biogenesis involves about twenty mitochondrial proteins whose deficiencies lead to 

variable clinical phenotypes, rarely associated with iron accumulation. My third research axis 

was to study whether all ISC synthesis defects result in abnormal iron homeostasis. This study 

of patient fibroblasts demonstrated that defects in the early stages of ISC synthesis (FXN and 

FDXR) cause iron homeostasis deregulation whereas a protein deficiency affecting late stages 

such as IBA57, NFU1 and NUBPL has no impact on iron content.  

 

Keywords: Friedreich’s ataxia, iron-sulfur clusters defects, iron overload, transferrin receptor, 

palmitoylation. 
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Liste des abréviations 
 

2BP 2-bromopalmitate 

Å Ångström 

AAV Virus adéno-associé 

ABCB7 Protéine B7 de la cassette de liaison à l’ATP (ATP-binding cassette 

protein B7) 

ACLY ATP citrate lyase 

ACO1 Aconitase cytosolique ou aconitase 1 (c-aco) 

ACO2 Aconitase mitochondriale ou aconitase 2 (m-aco) 

ACSS Acétyl-CoA synthétase 

ADN Acide désoxyribonucléique 

ADNmt Acide désoxyribonucléique mitochondrial 

ADNc Acide désoxyribonucléique complémentaire 

AF Ataxie de Friedreich 

ALAS2 5’-aminolevulinates synthase 2 ou hème synthase 2 

Alexa 555-Tf Alexa fluor 555 conjugué à de la transferrine 

AMPc Adénosine monophosphate cyclique 

ANOVA Analyse de la variance 

Apo-Tf Transferrine sans fer 

AP2 Protéine adaptatrice 2 

ARN Acide ribonucléique 

ARNi Acide ribonucléique interférent 

ARNm Acide ribonucléique messager 

ARNt Acide ribonucléique de transfert 

Asn Asparagine 

ATG Gène impliqué dans l’autophagie 

ATP Adénosine triphosphate 

ATPase Adénosine triphosphate synthétase 

BOLA1-2 Protéine de type BolA 1-2 

Ca2+ Calcium 

CAT Catalase 

Cas9 Protéine 9 associée à CRISPR 

CIA Assemblage des ISCs cytosoliques 

CoA Coenzyme A 

COASY Coenzyme A synthase 

CoQ10 Coenzyme Q10 

Cp Céruloplasmine 

CpG Cytosine-phosphate-Guanine 

cPMP Monophosphate de pyranoptérine cyclique 

CRAT Carnitine O-acétyltransférase 
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CRISPR Courtes répétitions palindromique groupées et régulièrement espacées 

CSH Cellule souche hématopoïétique 

Ct Cycle seuil 

CTT Cytosine-Thymine-Thymine 

CyaY Homologue bactérien de FXN 

Cys Cystéine 

C. elegans Caenorhabditis elegans 

C16 Seize carbones 

C16 :0 Acide palmitique 

CI-III Complexes I à III de la chaîne respiratoire 

DCA Dichloroacétate 

DCYTB Cytochrome b réductase 1 

DHA Dihydroartémisinine 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMT1 Transporteur de métaux divalents 1 (Divalent Metal Transporter 1) 

D. melanogaster Drosophila melanogaster 

DNPH 2,4-dinitrophenylhydrazine 

DTT Dithiothréitol 

ECG Electrocardiogramme 

EC50 Concentration efficace médiane  

EDTA Ethylène Diamine Tétra Acétique 

EPO Erythropoïétine 

rhuEPO EPO recombinante humaine 

ER Réticulum endoplasmique (Endoplasmic reticulum)  

e- Electron 

FAC Citrate d’ammonium de fer 

FA2H Acide gras 2-hydroxylase 

FBS Sérum de vœu fœtal (Fetal bovine serum) 

FBXL5 F-Box and Leucine rich repeat protein 5 

FDX1-2 Ferrédoxine 1-2 

Fdxh Protéine de type adrénotoxine 1 (D. melanogaster) 

Fdxh2 Protéine de type adrénotoxine 2 (D. melanogaster) 

FDXR Ferrédoxine réductase 

Fe2+ Fer ferreux 

Fe3+ Fer ferrique 

FECH Ferrochélatase 

Fe-S Fer-Soufre 

Fh1 Homologue Drosophile de FXN 

FPN Ferroportine 

FRDA Friedreich’s ataxia 

Frh-1 Homologue nématode de FXN 

FTH Chaîne lourde de la ferritine 

FTL Chaîne légère de la ferritine 
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FTMT Ferritine mitochondriale 

FTN Ferritine 

FXN Frataxine 

GAA Guanine-Adénine-Adénine 

GAPDH Glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase 

GLRX5 Protéine apparentée à la glutaredoxine 5 

GPx Glutathion peroxydase 

GR Glutathion réductase 

GRD Ganglions de la racine dorsale 

GRPE1 Facteur d’échange de nucléotides 

GSH Glutathion 

GTP Guanosine triphosphate 

GusB β-glucoronidase 

H+ Ion hydrogène 

HAT Histone acétylase 

HCl Chlorure d’hydrogène 

HCP1 Transporteur de folate couplé au proton 

HDAC Histone désacétylase 

HEK293FT Cellules rénales embryonnaires humaines (Human Embryonic Kidney 

293 Fast Transfection) 

HeLa Lignée cellulaire humaine de cancer du col de l’utérus 

Hem15 Homologue levure de la ferrochélatase (S. Cerevisiae) 

Heph Héphaestine 

HERC2 Ubiquitine-protéine ligase E3 

Hfe Protéine d’hémochromatose héréditaire 

HIF2α Facteur inductible de l’hypoxie 2 sous-unité alpha 

HLA Antigène leucocytaire humain  

holo-Tf Transferrine diferrique (holo-transferrine) 

HO- Radicaux hydroxyles 

HO1 Hème oxygénase 1 

HP1β Protéine d’hétérochromatine 1 bêta (heterochromatin protein 1 beta) 

HSC20 Cochaperon, de l’assemblage de centre Fe-S mitochondriaux 

HspA9 Membre 9 de la famille A des protéines de choc thermique  

Hsp70, 20, 60 Famille des protéines de choc thermique 

H2O Molécule d’eau 

H2O2 Peroxyde d’hydrogène 

H3K9 Histone H3 Lysine 9 

IBA57 Facteur d’assemblage des centres Fe-S pour les protéines 

mitochondriales de type biotine synthase ou aconitase 

IC50 Concentration inhibitrice médiane 

indels Insertions / délétions 

IP Immunoprécipitation 

iPSC Cellule souche pluripotente induite (Induced pluripotent stem cell) 

IRE Élément de réponse au fer (Iron response element) 
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IRP1-2 Protéine régulatrice du fer 1-2 (Iron regulatory protein 1-2) 

IRM Imagerie par résonance magnétique 

ISC Centre Fer-Soufre (Iron-sulfur cluster) 

ISCU Enzyme d’assemblage des centres Fe-S 

ISR Réponse intégrée au stress (Integrated stress response) 

Isu Protéine d’assemblage des centres Fe-S 

K+ Potassium 

kb Kilobase 

kDa Kilodalton 

kg Kilogramme 

KGDH α-cétoglutarate déshydrogénase 

KIKI Souris homozygotes knock-in 

KIKO Souris hétérozygotes knock-in/ knock-out 

KMnO4 Permanganate de potassium 

KO Extinction totale d’un gène (Knock down) 

LA Acide lipoïque (Lipoic acid) 

LAMP2 Glycoprotéine membranaire 2 associée au lysosome 

LC3B Protéine associée au microtubule 1B, chaîne légère 3 

LIAS Lipoyl synthase (Lipoyl acid synthetase) 

LIP Pool de fer labile (Labile iron pool) 

LIPT1-2 Lipoyl transférase 1-2 

LOFA Ataxie de Friedreich tardive (Late onset Friedreich ataxia) 

vLOFA Ataxie de Friedreich très tardive (Very late onset Friedreich ataxia) 

LPI Fer plasmatique labile (Labile plasma iron) 

LTCC Canaux de calcium de type L 

LYR Leucine-Tyrosine-Arginine 

LYRM4 Protéine 4 contenant un motif LYR 

MCK Créatine kinase musculaire (Muscle Creatine Kinase) 

Mef2 Facteur enhancer 2 spécifique des myocytes 

MELAS Syndrome associant myopathie mitochondriale, encéphalopathie, 

acidose lactique et pseudo-épisodes vasculaires cérébeux 

Mev-1 Succinate déshydrogénase mitochondriale (C. elegans) 

MFRN1-2 Mitoferrine 1-2 

mg Milligramme 

Mg2+ Magnésium 

min Minute 

ML4 Mucolipidose de type 4 

Moco Cofacteur Molybdenum 

MPP Peptidase de traitement mitochondrial (Mitochondrial processing 

peptidase) 

Mrs3-4p Mitoferrine (S. cerevisiae) 

mTP Séquence peptidique d’import mitochondrial (Mitochondrial transit 

peptide) 

Na+ Sodium 
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NADPH Forme réduite du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

NBIA Neurodégénérescence avec accumulation de fer dans le cerveau 

(Neurodegeneration with brain iron accumulation) 

NBP35 Facteur d’assemblage des centres Fe-S 

NC Rapport noyau/ cytoplasme 

NCOA4 Récepteur nucléaire coactivateur 4 

NFS1 Cystéine désulfurase 

NFU1 Facteur d’échafaudage des centres Fe-S NFU1 

NHE3 Echangeur sodium/hydrogène 3 

NO Oxyde nitrique (ou monoxyde d’azote) 

NOX NADPH oxydase 

NSE Enolase spécifique des neurones (Neuron-specific enolase) 

NTBI Fer non lié à la transferrine (Non transferrin-bound iron) 

NUBPL Pseudo protéine de liaison des nucléotides (Nucleotide binding protein 

like) 

OCRL Syndrome oculo-cérébro-rénal de Lowe 

OFT Oligonucléotide formant le triplex 

O2
- Ion oxyde 

PANK2 Pantothénate kinase 2 

pb Paire de bases 

PBMC Cellules mononuclées du sang périphérique 

PBS Solution saline tamponnée au phosphate 

PBS-T Solution saline tamponnée au phosphate et supplémentée en Tween 

PCBP1-2 Protéine de liaison poly(rC) 1-2 

PCR Réaction en chaîne par polymérase 

ddPCR Droplet Digital PCR 

PDH Pyruvate déshydrogénase 

PDHK Pyruvate déshydrogénase kinase 

Pdk1 Protéine kinase 1 dépendante du phosphoinositide 3 

pH Potentiel hydrogène 

PI4P Phosphatidylinositol 4-phosphate 

PI(4,5)P2 Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (ou PtdIns(4,5)P2) 

PI(3,4,5)P3 Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (ou PtdIns(3,4,5)P3) 

PIP5K1 Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type 1 

PIP5K1A Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type 1 alpha 

PIP5K1B Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type 1 bêta 

PIP5K1C Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type 1 gamma 

PLA2G6 Phospholipase A2 indépendante du calcium 

PPCDC Phosphopantothenoyl-cystéine décardoxylase 

PPCS Phosphopantothenoyl-cystéine synthétase 

PRKACG Protéine kinase activée par l’AMPc, sous-unité catalytique gamma  

(protein kinase cAMP-activated catalytic subunit gamma) 

PrP Protéine prion 

P. falciparum Plasmodium falciparum 

https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/gene/23396
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/gene/23396
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/gene/23396
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/gene/5568
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RAB5 Protéine apparentée au Ras 5 

RAB11A Protéine apparentée au Ras 11A 

RAB12 Protéine apparentée au Ras 12 

REPS1 Protéine 1 contenant un domaine Eps associé à RalBP1 

RMN Résonance magnétique nucléaire 

ROS Réactifs de l’oxygène 

RT Transcription inverse 

RT-PCR Transcription inverse puis réaction en chaîne par polymérase 

R*R/Y Purine/purine/pyrimidine 

SDH Succinate déshydrogénase 

SDHB Succinate déshydrogénase sous-unité B 

SEM Erreur standard autour de la moyenne 

SHIP2 Inositol 5-phosphatase contenant un domaine SH2 

shRNA Petit ARN en épingle à cheveux (short hairpin RNA) 

shFXN Petits ARN en épingle à cheveux dirigés contre les ARN FXN 

shFXN/PIP5K1B Petits ARN en épingle à cheveux dirigés contre les ARN FXN et 

PIP5K1B 

shPIP5K1B Petits ARN en épingle à cheveux dirigés contre les ARN PIP5K1B 

siRNA Petit ARN interférent (small interfering RNA) 

siFXN Petits ARN interférents dirigés contre les ARN FXN 

siFXN/PIP5K1B Petits ARN interférents dirigés contre les ARN FXN et PIP5K1B 

siPIP5K1B Petits ARN interférents dirigés contre les ARN PIP5K1B 

SIRT3 Sirtuine 3 

SNC Système nerveux central 

SNP Système nerveux périphérique 

SO Monoxyde de soufre 

SOD1 Superoxyde dismutase cytosolique 

SOD2 Superoxyde dismutase mitochondriale 

SQSTM1 Séquestosome 1 

SR2 Récepteur 2 dérivé des cellules du stroma 

STEAP3 Antigène épithélial à six membranes de la prostate 3, Métalloréductase 

SUMO Petit modificateur de type ubiquitine 

S2
- Ion sulfure 

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 

TBI Fer lié à la transferrine (transferrin-bound iron) 

Tf Transferrine 

TfR1-2 Récepteur à la transferrine 1-2 (transferrin receptor 1-2) 

TFRC Transcrit du récepteur à la transferrine 1 

Thr Thréonine 

TJP2 Protéine de jonction serrée 2 (tight junction protein 2) 

Tm Température de fusion (Melting temperature) 

TNT Nanotube à effet tunnel 

TRPML1 Mucolipine 1 

https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/gene/9414
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TSAT Saturation de la transferrine 

TTCC Canaux de calcium de type T 

UAS Séquence d’activation en amont (upstream activating sequence) 

UI Unité internationale 

UTR Région transcrite non traduite 

VDAC Canaux anioniques voltage-dépendants 

VEP Variégation d’effet de position 

WDR45 WD repeat domain 45 

YAC Chromosome artificiel de levure (Yeast artificial chromosomes) 

Yfh1 Homologue levure de FXN 

Y*R/Y Pyrimidine/purine/pyrimidine 

ZIP8 Zinc transporter 8 

ZIP14 Zinc transporter 14 

Zn Zinc 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introduction 
  



9 

 

 

I.L’ataxie de Friedreich 

1. Épidémiologie 

L’ataxie de Friedreich (AF) (OMIM 229300) est l’ataxie récessive la plus fréquente dans la 

population Caucasienne avec une prévalence estimée entre 1 cas sur 20 000 et 1 cas sur 50 000 

individus et une incidence de 1 cas sur 30 000 naissances1.  

Globalement, cette pathologie touche préférentiellement les pays européens, le Moyen-Orient, 

l’Inde et l’Afrique du Nord. Cette maladie aurait émergé à l’Ouest de l’Europe il y a environ 

600 générations2. La rareté des cas recensés dans l’Asie de l’Est (Chine, Japon et Sud-Est de 

l’Asie), l’Afrique Sub-saharienne et les zones amérindiennes appuie cette hypothèse3. De plus, 

l’AF touche indifféremment les hommes et les femmes. Cependant le sex-ratio varie selon la 

localisation géographique.  

En France, les chiffres d’occurrence de l’AF sont dans la moyenne européenne avec une 

prévalence moyenne nationale estimée à 1 cas pour 43 000 individus et une incidence de 1 cas 

sur 29 000 naissances1. Toutefois, il existe de fortes disparités régionales : prévalence de 1 cas 

pour 65 000 individus seulement dans le Nord-Est alors que les régions du Sud-Ouest ont des 

taux culminant à 1 cas pour 25 000 individus2. La Bretagne et le sud des Pyrénées sont les 

régions les plus touchées par cette maladie. Statistiquement, la France compterait près de 1500 

personnes atteintes d’AF et serait le troisième pays européen le plus touché par cette pathologie, 

derrière l’Espagne et l’Irlande2.  

 

2. Signes cliniques 

a. Symptômes neurologiques 

L’AF est une maladie neurodégénérative affectant à la fois le système nerveux central (SNC) 

et périphérique (SNP). Dans près de 75% des cas, les symptômes neurologiques surviennent 

avant l’âge de 25 ans avec une apparition moyenne de la maladie autour de la puberté (entre 9 

et 14 ans). L’AF se manifeste par une ataxie spinocérébelleuse et sensitive progressive. Ces 

manifestations se définissent par une aréflexie (via un déficit des motoneurones), une 

dysarthrie, un syndrome pyramidal, une neuropathie axonale, une atrophie de la moelle épinière 

et une perte du réflexe cutané plantaire (réflexe de Babinski) associée à une faiblesse musculaire 

importante notamment au niveau des membres inférieurs. L’ataxie résulte de la combinaison 
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de dysfonctionnements afférents (neuropathie sensitive et périphérique), cérébelleux 

(dysarthrie) et parfois vestibulaires (trouble de l’équilibre)4.  

La neuropathie périphérique sensitive se traduit par la perte de réflexes tendineux profonds qui 

est la conséquence d’une dégénérescence lente et progressive de neurones sensitifs ancrés dans 

les ganglions de la racine dorsale (GRD) affectant également leurs projections axonales 

s’étendant dans la colonne postérieure. Outre une ataxie statique et dynamique, les patients 

présentent une atteinte du tronc (au niveau des nerfs). L’atrophie des GRD est due à une 

destruction des gros neurones ainsi qu’à la perte de grandes fibres myélinisées des axones 

centraux et des nerfs de la racine dorsale5. L’axonopathie résultante d’un transport axonal et 

mitochondrial défectueux le long des axones conduit à un mécanisme de mort rétrograde 

s’étendant au SNC. Les impacts de la dégénérescence du GRD sur les structures efférentes 

situées en aval de la moelle épinière et du tronc cérébral constituent des dommages secondaires 

s’établissant au cours de la progression de la maladie et affectant les noyaux dorsaux de Clarke, 

les noyaux cunéiformes et graciles, la colonne dorsale ainsi que le tractus spinocérébelleux5,6.  

L’IRM montre généralement une réduction de l’épaisseur corticale (dans les zones motrices), 

des zones fronto-cérébelleuses ainsi qu’une atrophie de la moelle épinière et du système moteur 

extrapyramidal s’accompagnant d’une concentration élevée en fer dans ces structures (noyaux 

dentelés et noyaux rouges du mésencéphale)7,8. 

L’atteinte fronto-cérébelleuse et la diminution des fonctions motrices sont souvent 

accompagnées de déficits proprioceptifs dans la quasi-totalité des patients AF. Des signes de 

neuropathies sensorielles se traduisent par des potentiels d’action nerveux très réduits voire 

totalement absents dans certains cas. Une atrophie optique est présente dans près d’un patient 

sur cinq et peut conduire à une cécité partielle ou complète à des stades avancés9. Les patients 

peuvent souffrir d’une atteinte optique et auditive combinée évolutive. Ce déficit auditif affecte 

essentiellement les voies centrales, correspondant à des neuropathies auditives définies 

électrophysiologiquement par des potentiels évoqués auditifs anormaux (seuils, latences et 

amplitudes), contrastant avec une normalité des otoémissions acoustiques10. 

b. Symptômes cardiaques 

L’AF se traduit également par des manifestations primaires non-neurologiques telles que le 

développement d’une cardiomyopathie hypertrophique chez plus de 80% des patients. Cette 

atteinte est causée par une dilatation cardiaque promouvant la mort importante des 
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cardiomyocytes dont le remplacement par du tissus fibreux mène à de sévères 

dysfonctionnements diastoliques et systoliques11. Le développement précoce d’une fibrose de 

remplacement détectée par IRM se développe lentement avec le temps et entraîne une dilatation 

du ventricule11. Des analyses histologiques au niveau des zones de fibroses ont montré une 

infiltration de cellules inflammatoires ainsi que l’accumulation de fer au niveau du ventricule12. 

Ce dysfonctionnement cardiaque touche principalement les patients de moins de 40 ans et elle 

constitue la cause majeure de décès.  

Une échographie cardiaque complétée d’un électrocardiogramme (ECG) permet de 

diagnostiquer une hypertrophie généralement du ventricule gauche et dans une moindre mesure 

du ventricule droit sans obstruction des voies d’évacuations13. Seuls 20% des patients ont une 

fraction d’éjection anormale à des stades avancés de la maladie. L’ECG se caractérise par une 

inversion des ondes T ou une inversion inféro-latérale (onde T négative) ainsi qu’une 

dépression ou élévation du segment ST13. 

c. Autres symptômes 

Le tableau clinique des patients atteints d’AF peut s’accompagner d’autres atteintes 

métaboliques avec notamment une augmentation de la prévalence du diabète. Le jeune âge 

d’apparition de l’AF ainsi que l’évolution de la pathologie augmentent le risque de 

développement d’un diabète sucré tardif (généralement 15 ans après le début de la maladie)14. 

Cette atteinte de la partie exocrine du pancréas résulte d’une combinaison entre une insuffisance 

de la sécrétion d’insuline due à la perte des cellules bêta des îlots de Langerhans ainsi qu’une 

résistance accrue à l’insuline15.  

De plus, des anomalies squelettiques typiques de l’AF se caractérisent par la présence d’une 

scoliose dont la progression dans le temps est très variable en fonction des patients10. Les 

déformations des pieds peuvent significativement contribuer à la perte de mobilité pour plus de 

la moitié des patients.  

d. Phénotypes atypiques 

Dans la majorité des cas, les symptômes surviennent avant l’âge de 25 ans et les patients sont 

correctement diagnostiqués selon les critères essentiels de Harding établis en 1981. Cependant 

dans 25% des cas, des formes atypiques ont été décrites comme AF tardive (Late onset 

Friedreich ataxia - LOFA) ou très tardive (very late onset Friedreich ataxia - vLOFA) survenant 

respectivement entre 25 et 40 ans ou après 40 ans16. Cette variabilité clinique de l’âge 
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d’apparition et de la sévérité de la maladie est due à la présence de variants rares dans le même 

gène que les AF classiques. Les cas atypiques d’AF ont une fréquence moindre de dysarthrie, 

de la perte des réflexes ostéo-tendineux, de l’atrophie cérébelleuse, des atteintes cardiaques et 

de la scoliose comparés aux AF typiques17,18.  

L’AF tardive et l’AF très tardive sont considérées comme des phénotypes hétérogènes de la 

maladie incluant une ataxie spastique modérée, des réflexes retenus et une prévalence faible 

d’apparition des signes extra-neurologiques (tels que la cardiomyopathie, le diabète et les 

déformations du squelette). Ces formes tardives sont associées à un retard de l’apparition des 

symptômes et à une progression lente de la maladie évoluant bien souvent par poussées18. Les 

individus ayant une apparition des symptômes après l’âge de 60 ans ont bien souvent très peu 

de critères caractéristiques de l’AF. 

e. Évolution de la maladie 

L’AF est une maladie progressive mais dont l’évolution est variable. En effet, tous les 

symptômes cliniques ne progressent pas à la même vitesse selon les patients. De plus, l’âge 

d’apparition des symptômes est corrélé positivement avec la sévérité de la maladie. Certains 

patients présentent une AF précoce avec un diagnostic établi avant l’âge de 5 ans. Cette 

variabilité de l’âge d’apparition des symptômes est maintenant en grande partie expliquée par 

la nature de la mutation. 

L’AF survient en général autour de l’adolescence par des troubles de la marche et une instabilité 

en position debout associés parfois à une scoliose4. La plupart des patients ont une perte totale 

de mobilité dans les huit ans qui suivent l’apparition de la maladie, contraignant leur 

déplacement au fauteuil roulant. Cette perte de la marche s’accompagne bien souvent par une 

dysarthrie (difficulté d’élocution et d’articulation se manifestant environ 5-10 ans après les 

premiers symptômes) et des anomalies squelettiques fréquentes. Plus tardivement, l’atteinte 

cardiaque apparaît avant l’âge de 20 ans suivie de l’apparition souvent brutale d’un diabète 

sucré (en moyenne 15 ans après le début de la maladie) puis d’une perte de proprioception vers 

l’âge de 40 ans en moyenne4. Une diminution partielle de l’acuité visuelle ou auditive peut 

également se faire ressentir après plusieurs années de développement de la maladie. 

Bien que l’espérance de vie des patients ait augmenté ces dernières années, l’évolution de la 

maladie reste fortement liée au développement ou non d’une cardiomyopathie. En effet, l’âge 

de décès des patients a été établi à 33 ans pour des AF avec atteinte ventriculaire, contre plus 
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de 40 ans pour les AF sans signe cardiaque19. Cette variabilité est étroitement corrélée aux 

risques élevés de complications cardiaques à l’origine de plus de 60% des décès. Les autres 

causes sont principalement des infections respiratoires (pneumonies), un coma diabétique ou 

un accident vasculaire cérébral4,19.  

 

3. Génétique de l’ataxie de Friedreich 

a. Expansion de triplet du gène FXN 

L’AF est une maladie héréditaire autosomique récessive qui est induite par une expansion 

anormale de trinucléotides GAA situés dans le premier intron du gène FXN localisé sur le 

chromosome 9 (chr9q21.11)20. Ce gène code pour une petite protéine mitochondriale, la 

frataxine. Près de 96% des patients présentent une expansion du nombre de répétitions sur 

chacun des deux allèles. Chez un sujet sain, le nombre de répétitions de trinucléotides n’excède 

pas 40 GAA tandis que les patients AF peuvent avoir entre 60 et 1700 GAA20 avec une moyenne 

se situant plutôt entre 600 et 900 répétitions17,21. Des tailles intermédiaires d’expansion sont 

considérées comme des pré-mutations pouvant s’étendre dans les lignées germinales 

maternelles ou dans les tissus somatiques21. En fait, l’allèle d’origine maternelle serait sujet à 

une expansion naturelle de GAA tandis que l’allèle d’origine paternelle aurait plutôt tendance 

à une légère réduction du nombre de triplets20–22. Cette instabilité germinale augmente la 

fréquence de transmission d’allèles possédant des expansions variables à la génération suivante.  

De plus, une instabilité somatique dans les GRD a été rapportée à des stades précoces du 

développement embryonnaire jusqu’à plusieurs années après la naissance23. Une accumulation 

progressive du nombre de triplets contribue à la progression de la dégénérescence des cellules 

du cervelet et du GRD au cours de la vie23,24. Cependant cette expansion âge-dépendante est 

restreinte à certains tissus car aucune augmentation significative du nombre de GAA n’a été 

détectée dans des échantillons sanguins de patients24. Ce mosaïcisme somatique couplé à une 

instabilité germinale contribue fortement à l’induction d’une variabilité phénotypique.  

D’autre part, le nombre de répétitions de triplets est corrélé négativement avec l’âge 

d’apparition de la maladie et positivement avec la sévérité des symptômes17. En outre, une 

expansion importante entraîne un phénotype plus sévère avec une apparition précoce et une 

progression rapide de la maladie tandis que des tailles intermédiaires de répétitions sont 

responsables de formes légères d’AF très tardives22. De plus, une augmentation de la fréquence 



14 

 

 

des signes non neurologiques a été décrite chez les patients à longue expansion GAA25. 

Cependant, la taille de l’expansion ne permet d’expliquer que la moitié de la variabilité 

phénotypique observée4. D’autres facteurs tels que l’implication de gènes modificateurs, le 

mosaïcisme somatique, l’instabilité de l’expansion ainsi que des phénomènes épigénétiques 

doivent également être pris en considération4.  

b. Autres mutations du gène FXN 

Des phénotypes atypiques ont été attribués à un faible pourcentage de patients (4%) qui sont 

qualifiés d’hétérozygotes composites car ils présentent une répétition anormale sur un allèle et 

une mutation ponctuelle sur le second. Plus d’une quarantaine de mutations de type 

substitutions (non-sens, faux-sens) ou indels (insertions/délétions avec décalage du cadre de 

lecture) ont été recensées dans le gène FXN, occasionnant parfois des modifications ou des 

suppressions importantes de nucléotides26. La plupart des mutations non-sens, les grandes 

délétions ou celles affectant le codon initiateur sont prédites pour donner une frataxine non 

fonctionnelle27. Ces mutations sont associées à une sévérité accrue et à une apparition précoce 

de la maladie28.  

En revanche, les mutations faux-sens retrouvées dans le corps hydrophobique de la protéine 

(c’est-à-dire à l’intérieur de la frataxine) telle que D122Y, Y123D, L106S et I154F (Figure 1) 

mènent à une instabilité protéique ainsi qu’à un taux de protéine résiduelle très faible. Ces 

mutations faux-sens sont généralement associées à des phénotypes très sévères de l’AF incluant 

le développement d’un diabète ainsi qu’une atrophie optique et auditive27. D’autre part, les 

mutations W155R, N146K, R165C/P et G130V (Figure 1) localisées à la surface de la protéine 

touchent principalement des résidus très conservés altérant la structure, la fonction ainsi que 

ses interactions avec d’autres partenaires protéiques sans que son niveau d’expression ne soit 

systématiquement altéré26,29,30. Des anomalies d’épissage dans les introns 1, 3 et 4 ont 

également été décrites dans des cas d’AF typiques et donnent lieu à une réduction de la quantité 

de protéine20,27,31,32.  

Bien que les mutations ponctuelles soient généralement associées à des phénotypes typiques ou 

plus sévères de l’AF avec une apparition précoce, certaines d’entre elles (comme R165C et 

L182F) sont davantage recensées dans des cas de progression modérées de la maladie33. De 

plus, les patients hétérozygotes composites possédant une mutation dans une moitié amino-

terminale diffèrent habituellement des AF typiques en présentant une atteinte cérébelleuse 

légère, une conservation des réflexes ostéo-tendineux et une progression modérée des 
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symptômes malgré leur apparition précoce32. Ces atteintes plus légères pourraient s’expliquer 

par l’absence complète de la partie N-terminale (résidus 70 à 90) chez les procaryotes34. En 

revanche, la partie C-terminale (résidus 100 à 120) étant très conservée au cours de l’évolution 

des espèces, les patients présentant une mutation ponctuelle dans la partie carboxy-terminale 

ont des phénotypes semblables à des AF typiques avec une maladie se déclarant vers la puberté 

et une incidence élevée des symptômes extraneurologiques28. À noter que trois sujets dans 

d’une même famille consanguine présentant un phénotype similaire à la maladie de Charcot-

Marie-Tooth possèdent la mutation faux-sens c.493C>T (p.Arg165Cys) sur chacun des allèles 

du gène FXN35.  Bien que cette altération n’affecte pas le niveau d’expression de la frataxine 

chez les patients35, ces premiers cas d’homozygotie rapportés remettent en considération 

l’absence de recensement de sujets porteurs de mutation ponctuelle sur les deux allèles FXN en 

raison de la sévérité de la maladie qu’elles induiraient, à l’image de la létalité embryonnaire 

provoquée par une absence complète de FXN chez les souris36 et complexifient notre 

compréhension de la pathogénicité l’AF. 

Enfin, la plupart des mutations ponctuelles sont des mutations présentes dans des cas isolés. 

Seules quelques mutations telles que G130V et R165C ont été retrouvées dans plusieurs 

familles non consanguines, suggérant l’hypothèse d’un effet fondateur antérieur2,32. 

 

Figure 1 : Localisation de mutations dans la séquence nucléotidique (A) et dans la structure protéique (B)34. 

La séquence coloriée en violet correspond au peptide signal d’import à la mitochondrie. La zone en bleu claire 

représente la partie N-terminale de la protéine tandis que l’ensemble de la région blanche correspond à la séquence 

de la frataxine mature. Les mutations représentées par des points noirs sont des résidus clivés lors de la maturation 

de la protéine. Les points verts représentent des mutations au niveau du site de liaison de la frataxine à l’ISCU lors 

de la biogenèse des centres Fe-S. Le résidu Asp122 indiqué en bleu se lie au complexe des ISC et à d’autres 

protéines. Les points orange correspondent à des mutations touchant des résidus qui ne semblent pas être impliqués 

dans des liaisons avec d’autres partenaires protéiques. Les motifs de la structure secondaire de la frataxine sont 

indiqués au-dessus de la séquence protéique.  
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4. Épigénétique dans l’ataxie de Friedreich 

La présence d’une expansion de triplets sur chacun des deux allèles chez les patients AF conduit 

à une diminution de la quantité de transcrits matures et à une réduction du taux de protéine 

fonctionnelle, conduisant à un taux résiduel en frataxine de l’ordre de 5 à 30%37. Les parents 

hétérozygotes présentant une répétition GAA sur un des deux allèles ont une diminution de 

moitié du taux de frataxine dans des cellules buccales38, suggérant un effet de seuil à partir 

duquel la quantité de protéine est insuffisante pour permettre le maintien de l’homéostasie 

cellulaire. Ce taux résiduel de frataxine mature et fonctionnelle est négativement corrélé à la 

taille de l’expansion37. En effet, moins le nombre de répétitions est important et plus la quantité 

de frataxine est élevée dans les lymphocytes de patients, engendrant une forme modérée d’AF37.  

La défaut quantitatif d’ARNm FXN (estimé entre 4 à 29% du taux normal37) induit par 

l’expansion de triplets pourrait survenir suite à une altération de la transcription du gène ou à 

des modifications post-transcription affectant la stabilité du transcrit. Cependant, aucune 

modification du taux de dégradation des ARNm matures n’a été détectée chez les patients AF39. 

L’expansion intronique n’affecte que le niveau de synthèse des transcrits dans des lymphocytes 

AF39. Par conséquent, les mécanismes majeurs identifiés à l’origine du déficit en ARNm 

matures affectent à la fois le niveau de transcription et la formation de transcrits par épissage 

alternatif. L’effet de l’expansion GAA sur le niveau de la transcription du gène FXN peut être 

dû à la formation de structures secondaires (triplex d’ADN ou d’ARN/ADN) ainsi qu’à la 

présence d’une zone d’hétérochromatine au niveau du locus du gène40. Cependant, cette liste 

n’est pas exhaustive et d’autres mécanismes à l’origine d’un déficit en ARNm induit par 

l’expansion de triplets pourraient exister.  

 

a. Formations de triplex d’ADN et de boucles R 

Les répétitions introniques GAA induisent la formation des structures inhabituelles de l’ADN 

qui affectent l’expression du gène FXN. Ces structures induisent des interactions en triplex entre 

pyrimidine/purine/pyrimidine (Y*R/Y) ou purine/purine/pyrimidine (R*R/Y). La structure 

triplex se produit lorsqu’un troisième oligonucléotide (communément appelé oligonucléotide 

formant le triplex ou OFT) se lie à une séquence cible de triplex dans le sillon principal de 

l’ADN double brin par des liaisons hydrogènes (liaison de Hoogsteen). Cette liaison contraint 

structurellement de manière intrinsèque la liaison entre une purine répétitive (guanine ou 

adénine contenue dans la séquence répétée GAA, désignée R) et une séquence complémentaire 
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polypyrimidique (cytosine ou thymine/uracile, séquence CTT complémentaire à l’expansion de 

triplet GAA, désignée Y) de manière parallèle ou antiparallèle (Figure 2A)41,42. Ainsi, 

l’expansion de triplets induit des structures en triple hélice de type (GAA)n*(GAA)n/(CTT)n 

(soit Y*R/Y) ou (CTT)n*(GAA)n/(CTT)n (soit R*R/Y). L’astérisque représente la liaison entre 

le brin central et le OFT tandis que la barre représente un appariement de bases de la structure 

en double hélice de Watson-Crick. Ainsi, le brin d’ADN non transcrit (GAA)n ou l’ARN 

naissant (CTT)n peuvent se replier pour former respectivement un triplex d’ADN (aussi connu 

sous le nom de « ADN collant ») (Figure 2B)43 ou un triplex ARN/ADN (communément appelé 

boucles R ou R-loops) (Figure 2C)40. 

 

Figure 2 : Différents modèles de structures en triplex dans l’AF. (A) Exemples de triplex d’ADN 

intramoléculaires pouvant former deux types de structures différentes : le triplex R*R/Y avec une interaction entre 

deux brins antiparallèles riches en purines ou le triplex Y*R/Y dans lequel un brin riche en purines interagit avec 

un brin parallèle riche en pyrimidines41. (B) Modèle d’ADN, ou structure de l’ADN collant, formé par l’interaction 

entre les répétitions GAA et CTT des brins sens et antisens d’ADN ou entre le brin d’ADN non synthétisé et l’ARN 

naissant43. Le point représente un appariement entre deux bases de la structure en double hélice de Watson-Crick 

tandis que l’étoile indique la liaison hydrogène supplémentaire (liaison de Hoogsteen). (C) Modèle de triplex 

ARN/ADN avec l’ARN polymérase (RNAP). Cette dernière se retrouve ainsi piégée à la fin de l’expansion de 

triplets40. 

 

L’utilisation de polyamides capables de se lier au niveau des séquences répétées GAA permet 

de bloquer la formation de triplex ADN afin d’augmenter la transcription de FXN44. De plus, la 
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formation de triplex ARN/ADN lors de la transcription bloque l’ARN polymérase à la fin de la 

répétition afin de stopper sa progression. Ces structures en triplex séquestrent les facteurs de 

transcription ainsi que l’ARN polymérase au sein de leur complexe par des liaisons directes 

avec l’ADN, ayant pour conséquence d’empêcher ou d’interrompre la transcription du gène 

FXN45,46. 

Par conséquent, les structures triplex inter ou intramoléculaires inhibent la transcription de FXN 

en constituant un bloc à l’élongation de la transcription via la séquestration de l’ARN 

polymérase47 ou en interférant avec des facteurs de trans-activation de la transcription48. Une 

corrélation a été décrite entre la longueur de l’expansion GAA et la formation de l’ADN collant, 

suggérant l’implication de cette structure dans l’étiologie de la maladie45. Cependant, les 

preuves directes de la formation de triplex ARN/ADN restent encore à démontrer. Seule la 

surexpression d’enzymes de réparation des mésappariements a été rapportée dans des cellules 

iPSCs dérivées de patients, en cohérence avec la présence de conformation inhabituelle 

d’ADN49. Bien qu’un niveau réduit de transcrit FXN soit observé dans divers modèles 

cellulaires et murins50, l’inhibition constante de l’élongation de la transcription reste à 

confirmer in vitro et in vivo.  

b. Compaction de la chromatine au niveau du locus 

Les régions flanquantes l’expansion GAA dans le gène FXN sont enrichies en marques 

épigénétiques caractéristiques de régions répressives du génome. La présence de méthylation 

constitue l’une des premières marques d’hétérochromatisation. Cependant, les répétitions GAA 

ne contiennent pas de résidus CpG. Des travaux portant sur la structure de la chromatine ont 

mis en évidence qu’une expansion de 200 GAA conférait une variégation de l’expression du 

gène rapporteur in vivo dans un modèle murin, par un mécanisme analogue à la variégation de 

l’effet de position (VEP) décrite chez la Drosophile51. Malgré l’absence de méthylation, 

l’expansion pourrait déclencher la formation d’hétérochromatine qui se propagerait aux 

séquences adjacentes. En effet, il existe trois sites CpG dans le promoteur du gène FXN ainsi 

qu’un site CpG dans l’exon 1. Une diminution de l’acétylation des histones H3 lysine K9 

(H3K9) ainsi que leur hyperméthylation en amont de l’expansion ont été rapportées dans les 

tissus cérébraux de patients AF et de souris52, confirmant la présence d’une zone 

d’hétérochromatine au locus.  

L’analyse de séquences adjacentes aux répétitions GAA a révélé un changement dans le profil 

de méthylation de l’ADN des allèles AF. Les zones situées en amont de l’expansion sont 
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constamment hyperméthylées tandis que celles localisées en aval deviennent hypométhylés 

(Figure 3). L’hyperméthylation des lysines K9 permet d’établir des sites de liaisons pour la 

protéine d’hétérochromatisation HP1β (heterochromatin protein 1 beta) qui se retrouve 

largement surexprimée dans un modèle de souris avec expansion GAA51. D’autre part, 

l’utilisation d’inhibiteurs de l’activité histone désacétylase (HDAC) ou méthyltransférase sur 

des cellules de patients ou un modèle murin AF permet de restaurer l’expression du gène FXN 

de manière dose dépendante53,54. Ainsi, la répression transcriptionnelle induite par l’expansion 

GAA semble se propager vers l’extrémité 5’ du gène FXN, étendant ainsi la zone de 

condensation de la chromatine.  

Une relation directe entre la longueur de l’expansion et l’étendue de la région de méthylation 

de l’ADN ainsi que l’extinction du promoteur du gène FXN ont été décrites dans des leucocytes 

de patients AF55,56. En effet, les cellules lymphoblastiques contenant une expansion intronique 

supérieure à 400 répétitions GAA ont une extinction sévère de cette région promotrice56. 

D’autre part, l’hyperméthylation conduit à la formation d’hétérochromatine compacte bloquant 

la liaison des facteurs de transcription sur leurs sites de prédilection55. Par conséquent, un défaut 

d’accumulation de transcrit FXN dû à une diminution de l’activité promotrice entrave l’étape 

d’initiation de la transcription.  

 

Figure 3 : Composition de la région 5' du gène FXN, composé du promoteur, de l’exon 1 et de l’extrémité 

proximale de l’intron 140. Les TSS1 et 2 font référence aux sites d’initiations de la transcription. La position des 

répétitions de triplets GAA est indiquée par un triangle rouge. La flèche noire en pointillée indique l’étendue de la 

transcription antisens de FXN (FAST-1). Les flèches montrent les emplacements des sites de liaisons du facteur 

de réponse sérique (SRF), de la protéine d’activation 2 (AP2) et du facteur de liaison CCCTC (CTCF), de la 

protéine de réponse de croissance précoce 3 (EGR3-like) et de la protéine de liaison à la box E (E box binding 

protein) qui se sont révélés être des régulateurs positifs de l’expression de FXN. La région de méthylation de 

l’ADN est également indiquée par une encoche noire à proximité de la mutation à expansion de triplets. 

 

Face à cette intensité de marque épigénétique répressive au locus FXN, l’apparition de 

mécanismes de « sauvegarde » a été mise en évidence dans des cellules lymphoblastiques de 
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patients AF57. La présence de répétitions induit le recrutement d’origines de réplication 

dormantes au sein du gène causant un changement directionnel de la fourche de réplication57. 

L’activation des origines dormantes est un évènement rare et stochastique survenant dans des 

conditions de stress réplicatif comme lorsque la fourche est ralentie ou stoppée. La réplication 

des allèles avec expansion GAA est plus lente et retardée durant la première moitié de la phase 

S comparée aux allèles sauvages. De nombreuses pauses et arrêts transitoires de la fourche de 

réplication ont également été rapportés dans une région de 850 kb autour de l’expansion de 

triplets. Des changements dans le choix de l’origine dormante se sont ainsi produits à plusieurs 

kilobases en amont et en aval de la répétition GAA, avec une augmentation importante de 

l’activation des origines situées en aval de la mutation. Cette activation d’origines dormantes 

notamment sur les brins retardés AF permettrait ainsi d’augmenter le nombre de fourches de 

réplications actives au niveau de la région d’expansion GAA. Par conséquent, les problèmes 

d’extinction de la région promotrice et de stagnation des fourches liées à des mécanismes 

épigénétiques peuvent être en partie résolus par l’activation d’origines dormantes considérées 

comme un phénomène de sauvetage de la réplication du gène FXN.  

c. Altération de l’épissage alternatif 

Malgré ces efforts de résolution du processus de réplication, les transcrits FXN produits en 

faible quantité subissent de nombreuses erreurs d’épissage alternatif. En effet, la construction 

d’un minigène FXN (contenant l’exon 1, l’intron 1 et l’exon 2) dans des cellules HeLa ainsi que 

l’insertion d’un gène chimérique URA3 contenant une cassette d’au moins 100 GAA chez la 

levure ont permis de mettre en évidence que le déficit en ARNm mature résulte d’un défaut 

d’épissage de l’intron 1 dû à une augmentation de la taille de l’intron58,59. Aucune réduction de 

la quantité de transcrits n’a été détectée pour des expansions inférieures à 10 GAA. En revanche, 

un défaut d’épissage commence à apparaître à partir d’une répétition de 46 GAA et s’accentue 

avec la longueur de l’expansion60. En effet, un nombre de répétitions GAA supérieures à 90 

induit une délocalisation des facteurs d’épissage de part et d’autre du premier intron de l’ARN 

pré-messager FXN ne pouvant ainsi pas éliminer cette région intronique ( 

Figure 4)40,58. Le transcrit naissant se retrouve ainsi fortement instable et sera rapidement 

dégradé par les mécanismes de contrôle.  
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L’étude de la localisation de l’expansion au sein de l’intron du gène FXN a permis de démontrer 

que des répétitions situées aux extrémités introniques n’affectent pas le processus d’épissage 

des pré-ARNm. Seule une position centrale de triplets (GAA)100 a montré une baisse 

significative du taux de transcrits matures produits58. De plus, aucune variation de l’expression 

du gène FXN n’a été détectée par insertion de répétition CTT58,60. Ainsi, l’expansion de triplets 

GAA au centre du premier intron de FXN induit une diminution d’expression de ce gène par un 

défaut d’épissage alternatif. Ce phénomène dépend de la position et de la taille de cette 

expansion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Modèle d'épissage alternatif dans l'ataxie de Friedreich40. L’expansion intronique GAA, marquée 

en rouge, induit une délocalisation des facteurs d’épissage (représentés par des ronds de différentes couleurs) en 

dehors des sites de jonctions exoniques, empêchant l’élimination de l’intron 1. Cet épissage anormal aboutit à la 

dégradation du transcrit. 

 

d. Extinction du gène PIP5K1B 

La capacité de l’expansion GAA à générer une inactivité de la chromatine au locus FXN dans 

un contexte d’AF a de plus amples conséquences sur le paysage génomique alentour. Une 

extinction en cis d’un gène voisin, PIP5K1B (phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase type 

1 beta), a été rapportée à la fois dans les cellules sanguines et dans les fibroblastes de patients 

AF61. PIP5K1B est situé à 26 kb en amont du gène FXN et dans la même orientation 

transcriptionnelle (Figure 5) tandis que les autres gènes avoisinants tels que les gènes PRKACG 

(protein kinase cAMP-activated catalytic subunit gamma) et TJP2 (tight junction protein 2) 
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localisés respectivement en amont et en aval du gène FXN à environ 20 kb ne sont pas affectés 

par l’expansion de triplets61. De plus, la taille de l’expansion GAA est corrélée positivement au 

degré d’extinction du gène PIP5K1B. En effet, des fibroblastes de patients ayant une expansion 

d’environ 3000 pb ont une diminution de la quantité d’ARNm et de protéine pip5k1β plus 

prononcée que les cellules de patients contenant seulement une expansion de 2000 pb61.  

Figure 5 : Carte chromosomique du locus FXN avec les gènes avoisinants61. Le site intronique contenant les 

expansions GAA causant l’AF est marqué en rouge. L’orientation de la transcription des gènes est indiquée par 

une flèche.  

La famille de phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinases de type 1 (PIP5K1) regroupe trois 

isoenzymes pip5k1α, pip5k1β et pip5k1γ encodées respectivement par les gènes PIP5K1A 

(chr1q21.3), PIP5K1B (chr9q21.11) et PIP5K1C (chr19p13.3). Ces trois isoformes sont 

responsables de la synthèse du pool cellulaire de phosphatidylinositol 4-5 biphosphate 

(PtdIns(4,5)P2 ou PI(4,5)P2) à partir de phosphatidylinositol 4-phosphate (PI4P).  Les enzymes 

PIP5K1 forment des homo ou hétérodimères entre-elles. En effet, l’étude de cellules humaines 

in vitro a montré la présence d’hétérodimères pip5k1α/ pip5k1β et pip5k1β/ pip5k1γ ainsi que 

des homodimères pip5k1β/ pip5k1β62.  

PI(4,5)P2 est très abondant dans la membrane plasmique en constituant près de 1 à 3% des 

lipides membranaires. PI(4,5)P2 est impliqué dans de nombreux processus cellulaires en tant 

que régulateur direct de l’activité et de la localisation subcellulaire de nombreuses protéines de 

liaison à l’actine61. Une diminution de l’expression de Pip5k1β dans des cellules de patients AF 

entraîne une déstabilisation du réseau d’actine61 alors que sa dimérisation est indépendante du 

remodelage du cytosquelette d’actine62. La mutation de la partie N-terminale de pip5k1β induit 

une diminution de la production de PI(4,5)P2 sans que son attachement à la monocouche 

lipidique ne soit affecté62.   

De plus, PI(4,5)P2 a un rôle central pour initier le processus d’endocytose dépendant de la 

présence d’un manteau de clathrine. Sa concentration est finement régulée lors du processus 

d’endocytose. En effet, le taux de PI(4,5)P2 augmente lors de l’assemblage de la vésicule pour 

ensuite diminuer lors de son désassemblage63. La déplétion de PI(4,5)P2 entraîne la disparition 

des zones de clathrine ainsi que l’inhibition de l’assemblage de filaments d’actine au niveau 
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des sites d’endocytose63. La présence de PI(4,5)P2 a également été décrite au sein du réticulum 

endoplasmique et dans des endosomes tardifs. Sa présence serait permise grâce à l’activité de 

la protéine pip5k1γ localisée dans ces mêmes structures et il joue un rôle clé dans l’étape 

d’initiation de l’autophagie64. Ainsi, le PI(4,5)P2 est impliqué dans la régulation de nombreux 

processus cellulaires notamment dans la dynamique du cytosquelette61, la motilité cellulaire, le 

trafic des vésicules mais aussi dans la transcription de gènes.  

Des études ont révélé que les phosphatidylinositol (PIP5K) nucléaires régulent l’exportation de 

l’ARNm, l’expression des gènes et la réparation de l’ADN. Pip5k1α peut être modifiée par 

ajout un groupement SUMO au niveau d’une lysine (Lys 490). La sumoylation de pip5k1α est 

importante pour son interaction avec des composants du complexe d’hétérochromatine : H3K9 

méthylé et la protéine HP1α65. Par conséquent, les enzymes PIP5K jouent un rôle épigénétique 

substantiel dans l’extinction de l’expression de gènes.  

5. La frataxine 

a. Caractéristiques structurales et physico-chimiques  

a.1. Conservation et stabilité 

La frataxine est une petite protéine mitochondriale essentielle et hautement conservée (Figure 

6). Comme toutes les protéines mitochondriales, cette protéine est ubiquitaire mais exprimée à 

des taux relativement faibles. Cependant, son expression est plus importante dans les ganglions 

de la racine dorsale (GRD), dans la couche granuleuse du cervelet ainsi que dans les tissus ayant 

une haute demande énergétique (le cœur, le foie, les muscles squelettiques, la graisse brune et 

le pancréas)40. 

 

Figure 6 : Alignement de la séquence d’acides aminés de la frataxine provenant de la levure (A), de l’homme 

(B), de la souris (C), de la drosophile (D) et de bactéries issues de S. typimurium (E), E.Coli (F) et P. 
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aeruginosa (G) adapté de Karlberg et al. 66. Les résidus conservés uniquement dans les séquences eucaryotes 

sont surlignés en vert. Les résidus présents spécifiquement dans les séquences bactériennes sont marqués en bleu. 

Les résidus invariants sont surlignés en rouge. Les positions des éléments de la structure secondaire de la protéine 

sont indiquées en bas de l’alignement de la séquence avec les feuillets bêta représentés en vert et les hélices alpha 

en rouge.  

La stabilité d’une protéine est établie sur la base de sa température de fusion moléculaire, 

communément appelée Tm. Le Tm correspond à la température à laquelle la moitié de la 

protéine est dénaturée. La forme mature et fonctionnelle de la frataxine humaine a une demi-

vie d’environ 50h in vitro67 avec une température de fusion autour de 60°C. Cette Tm reste 

quasi-inchangée pour les homologues de la frataxine Cya Y et Ct respectivement retrouvés chez 

la bactérie E. coli et le champignon thermophile Chaetomium thermophilum avec une Tm 

avoisinant les 65°C68. De manière intéressante, la présence de cations (calcium, fer, …) fait 

varier la Tm entre 58 et 65°C dans ces organismes eucaryotes68,69. En revanche, la température 

de fusion de l’homologue levure, Yfh1, est plus basse que dans les autres modèles avec un Tm 

proche de 35°C69. Ce phénomène peut s’expliquer par des longueurs variables des extrémités 

N et C-terminales. Les températures de fusion pour une version N-terminale normale ou étendue 

sont comparables, suggérant que la queue N-terminale ne joue aucun rôle dans la stabilité de la 

protéine. Néanmoins, la levure possède l’extrémité C-terminale la plus courte que ces 

orthologues bactériens, murins et humains avec seulement quatre résidus présents. On remarque 

également l’absence de résidus hautement conservés tels que les leucines 198 et 200 chez la 

levure.  

La mutation de résidus de la partie C-terminale de CyaY (1-103) montre une diminution 

importante de la stabilité thermique, comparable à celle de Yfh170. De plus, l’ajout de résidus 

hydrophobes de la séquence de la frataxine humaine (Asp-Leu-Ser) a permis d’augmenter de 

6°C la température de fusion de la protéine mutante Yfh170. Par conséquent, la longueur de la 

partie C-terminale ainsi que la conservation de certains résidus hydrophobes déterminent la 

stabilité de la frataxine in vitro.  

a.2. Location et maturation 

La frataxine humaine est une protéine de 210 acides aminées qui est synthétisée dans le cytosol 

en tant que précurseur (1-210, 24 kDa, t1/2 : environ de 10 min67) puis importé dans la 

mitochondrie grâce à la présence d’un peptide signal d’import mitochondrial (mTP) d’une 

quarantaine d’acides aminés situé dans la partie N-terminale (acides aminés 1-41, mTP : 

MWTLGRRAVAGLLASPSPAQAQTLTRVPRPAELAPLCGRRG). Deux étapes 

protéolytiques sont nécessaires au sein de la mitochondrie pour générer la forme mature de la 
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frataxine. Ces clivages entraînent la production de trois isoformes de longueurs différentes au 

niveau de la partie N-terminale et ayant des propriétés structurales distinctes. Les isoformes de 

la frataxine sont générées par l’action de la sous-unité bêta de la protéine MPP (Mitochondrial 

processing peptidase) au sein de la mitochondrie71. Le premier clivage a lieu entre la glycine 

41 et la lysine 42 pour former une première isoforme intermédiaire (42-210, 19 kDa, t1/2 : 

environ 2h1067). Une seconde coupure entre la lysine 80 et la sérine 81 permet de générer la 

forme mature et fonctionnelle de la frataxine71 (81-210, 14 kDa, , t1/2 : environ 50 h67). La 

frataxine se localise ainsi dans la matrice mitochondriale où elle est associée à la membrane 

interne des mitochondries4.  

L’isoforme la plus longue (41-210) est sujette à l’oligomérisation et elle est très abondante dans 

le cœur et le cervelet en cours de division. Dans la levure, l’isoforme majoritaire Yfh1 (52-174) 

est détectée dans la mitochondrie sous forme de trimère. Des conditions de stress ou une 

surexpression importante de cette protéine pourraient conduire à la formation d’oligomères. 

Effectivement, des isoformes additionnelles de la frataxine humaine considérées comme des 

formes tronquées (56-210 de 14,5 kDa et 78-210 à 14,2 kDa) ont été rapportées in vivo et in 

vitro lorsque le processus normal de maturation est altéré72,73. Ces données suggèrent 

l’existence de mécanismes de contrôles protéolytiques régulant la taille de la protéine mature.  

a.3. Structure 

La structure de la frataxine humaine et de ces orthologues bactériens (Cya Y) ou levures (Yfh1) 

a pu être établie à partir d’études cristallographiques74,75 ou par des techniques de résonance 

magnétique nucléaire (RMN)76. Le repliement de la frataxine est unique. Il est caractérisé par 

une forme globulaire et un motif en sandwich α-β comprenant cinq feuillets β antiparallèles 

bordés de deux hélices terminales α localisées respectivement dans les parties N- et C-

terminales (Figure 7). Cette structure permet d’établir deux plans distincts : l’un étant constitué 

uniquement de brins α et l’autre seulement des feuillets β.  

 

Figure 7 : Structures de la frataxine humaine (HsFtx), de levure (Yfh1) et de bactérie (CyaY)77. 
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Les résidus de charge négative sont présents à la surface de la protéine tandis que les résidus 

non chargés localisés à la surface des feuillets β sont situés dans le corps protéique. Cette région 

non ionisée à pH physiologique constitue la zone la plus conservée de la protéine (127-182) au 

cours de l’évolution, s’étendant du premier au dernier brin β (β1-β5)70. Les autres parties de la 

protéine constituant les régions N- et C-terminales ont des longueurs variables selon les 

organismes afin d’adapter la localisation et la stabilité de la protéine.  

Une région importante pour le repliement de la frataxine est la structure dite « acide » car elle 

comprend un ensemble de résidus acides localisés dans la première hélice α (α1) ainsi que sur 

le bord du premier brin β (β1). Ces charges négatives ont été prédites pour avoir un rôle 

fonctionnel de liaison avec le fer. En effet, la délétion d’au moins cinq résidus conservés dans 

cette région diminue fortement l’affinité de Yfh1 pour le fer sans entraver sa capacité de 

liaison78. De plus, les mutations de résidus présents dans le feuillet β (N122, K123 et Q124) 

affectent l’interaction de la frataxine avec une protéine des premières étapes de la biogenèse 

des centres Fe-S, la protéine Isu. Cependant, cette région a également une importance 

structurale en entravant la stabilité de la protéine. Effectivement, une délétion de cette zone 

homologue chez la levure entraîne une augmentation spectaculaire de la stabilité de Yfh178.  

La frataxine est capable de subir des réactions d’oligomérisation afin de s’assembler en 

structures plus complexes telles que des trimères, des hexamères voire parfois des assemblages 

de 24 ou 48 mères79. Néanmoins, la pertinence fonctionnelle d’une telle conformation n’a pas 

été démontrée in vivo.  

Enfin, le positionnement des mutations ponctuelles dans la structure cristallographique de la 

frataxine a permis de mieux appréhender l’importance fonctionnelle de certaines régions et de 

les corréler à la sévérité de la maladie. Les variants I154F et W155R affectant des acides aminés 

des feuillets β du corps de la protéine induisent une perte de stabilité thermodynamique de la 

frataxine30 tandis que des mutations plus précoces D122Y et G130V provoquent une altération 

de la fonction de la frataxine en diminuant son interaction avec le fer Fe2+ 80. Enfin, les variants 

N146K, Q148R et R165C affectent la liaison de la frataxine au complexe ISCU d’initiation de 

la synthèse des centres Fe-S80. Les mutations faux-sens qui altèrent la fonction de la protéine 

ont en général des phénotypes plus sévères que des mutations occasionnant une baisse de 

stabilité. 
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b. Caractéristiques fonctionnelles 

Le rôle déterminant de la frataxine dans la survie cellulaire se reflète par la létalité embryonnaire 

précoce observée chez les souris KO FXN36. La frataxine est impliquée dans la biogenèse des 

centres Fe-S (ISC) dans la mitochondrie. Ces structures inorganiques sont des cofacteurs 

essentiels de plusieurs enzymes du métabolisme de la mitochondrie, du cytosol ou du noyau. 

Bien que son rôle précis ne soit actuellement pas encore bien compris, de nombreuses données 

biochimiques ainsi que la détermination de la structure de plusieurs homologues de la frataxine 

ont contribué à des progrès substantiels dans la compréhension de sa fonction. Cependant, 

d’autres fonctions de la frataxine dans la synthèse de l’hème, la détection, le transport ou le 

stockage du fer ainsi que sa protection contre des réactifs de l’oxygène restent encore 

controversés.  

b.1. Fonction dans la biogenèse des centres Fe-S  

La mitochondrie est un organite important pour l’utilisation du fer cellulaire par la génération 

des ISC, la synthèse de l’hème ou le stockage du fer mitochondrial. Ces processus métaboliques 

sont indispensables pour la survie cellulaire. Les ISC sont des groupements prosthétiques se 

liant à de nombreuses protéines mitochondriales, cytosoliques, ou nucléaires au niveau de 

résidus cystéines. Ces protéines à centres Fe-S jouent un rôle majeur dans divers processus 

cellulaires vitaux tels que le transfert d’électrons, le métabolisme cellulaire en tant que 

catalyseur réactionnel, la régulation de l’homéostasie du fer et de l’expression des gènes 

(Tableau 1) ainsi que dans la chaîne respiratoire (Figure 8)81,82.  

 

Tableau 1 : Liste des protéines à centre Fe-S. 

Protéines Type Localisation 

cellulaire 

Type d’ISC Fonction 

ADN hélicases DDX11 Nucléaire       [4Fe-4S] Réplication et réparation de l’ADN 

ERCC2 Nucléaire [4Fe-4S] Transcription et réparation de l’ADN 

RTEL1 Nucléaire [4Fe-4S] Hélicase ADN 

BRIP1 Nucléaire [4Fe-4S] Hélicase ADN 

 FANCJ Nucléaire [4Fe-4S] Hélicase ADN 

ADN polymérases POLD1 Nucléaire [4Fe-4S] Synthèse et réparation de l’ADN 

POLA1 Nucléaire [4Fe-4S] Initiation de la synthèse de l’ADN 

POLE Nucléaire [4Fe-4S] Réplication de l’ADN 

REV3L Nucléaire [4Fe-4S] Synthèse de l’ADN 

PRIM2 Nucléaire [4Fe-4S] Primase de l’ADN 

 DNA2 Nucléaire [4Fe-4S] Réplication et réparation de l’ADN 
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Elongation de l’ARN ELP3 Nucléaire [4Fe-4S] Composant du complexe de l’ARN 

polymérase II et modification des ARNt 

Excision de l’ADN ou 

exonucléases 

EXO5 Nucléaire [4Fe-4S] Réparation de l’ADN 

CPSF4 Nucléaire [4Fe-4S] Facteur de polyadénylation 

 MUTYH Nucléaire [4Fe-4S] Réparation de l’ADN oxydé 

 NTHL1 Nucléaire [4Fe-4S] Réparation d’excision de base (BER) 

Assemblage des 

centres Fe-S 

cytosoliques 

CIAPIN1 Cytosolique [2Fe-2S] Maturation Fe-S cytosolique 

NUBP1 Cytosolique       [4Fe-4S] Maturation Fe-S cytosolique 

NUBP2 Cytosolique [4Fe-4S] Maturation Fe-S cytosolique 

GRLX3/ BOLA3 Cytosolique [2Fe-2S] Insertion Fe-S à des protéines 

MOCS1 Cytosolique [4Fe-4S] Lyase convertissant le GTP en CPMP 

Métabolisme 

cytosolique 

ABCE1 Cytosolique [4Fe-4S] Régulation des ARNm 

ACO1 Cytosolique [4Fe-4S] Régulation de l’homéostasie du fer 

 PPAT Cytosolique [4Fe-4S] Catalyse la conversion de L-glutamate 

en L-glutamine 

 CISD1-2 Cytosolique [2Fe-2S] Réaction redox 

Métabolisme des 

nucléotides et des 

acides aminés 

XDH Cytosolique [2Fe-2S] Dégradation des purines 

GPAT Cytosolique [4Fe-4S] Biosynthèse des glycérolipides : 

Estérification des groupements acyls 

 DPYD1-2 Cytosolique [4Fe-4S] Dégradation des bases pyrimidiques et 

traduction 

 AOX1 Cytosolique [2Fe-2S] Réaction redox et production d’oxyde 

nitrique (NO) 

Chaîne respiratoire  NUBPL Mitochondriale [4Fe-4S] Sous-unité CI 

NDUFS8 Mitochondriale [4Fe-4S] Sous-unité CI 

NDUFS1 Mitochondriale [4Fe-4S] Sous-unité CI 

NDUFS2 Mitochondriale [4Fe-4S] Sous-unité CI 

NDUFS7 Mitochondriale [4Fe-4S] Sous-unité CI 

NDUFV1-2 Mitochondriale [4Fe-4S] Sous-unité CI 

SDHB Mitochondriale [2Fe-2S] Sous-unité CII  

UQCRFS1 Mitochondriale [2Fe-2S] Sous-unité CIII  

UQCRFS1P1 Mitochondriale [2Fe-2S] Sous-unité CIII 

Métabolisme 

mitochondrial 

FDX1 Mitochondriale [2Fe-2S] Synthèse des hormones stéroïdes 

FDX2 Mitochondriale [2Fe-2S] Synthèse ISC et de l’hème 

RSAD1 Mitochondriale [4Fe-4S] Synthèse de l’hème 

CISD3 Mitochondriale [2Fe-2S] Réactions redox 

ETFDH Mitochondriale [4Fe-4S] Transfert d’électrons 

LIAS Mitochondriale [4Fe-4S] Lipoylation des protéines 

GLRX5 Mitochondriale [2Fe-2S] Biogenèse des ISC 

ACO2 Mitochondriale [4Fe-4S] Cycle de Krebs 

Métabolisme du 

réticulum 

endoplasmique 

CDKAL1 Réticulum 

endoplasmique 

[4Fe-4S] Modification des ARNt : catalyse la 

méthylthiolation de N6-t5A en ms2t6A 

TYW1 Réticulum 

endoplasmique 

[4Fe-4S] Modification des ARNt : catalyse la 

condensation de N-méthylguanine 

RSAD2 Réticulum 

endoplasmique et 

Golgi 

[4Fe-4S] Réponse antivirale par la production 

d’interféron 
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Figure 8 : Rôles des protéines à centre Fe-S dans différentes voies métaboliques (A)83 et les complexes de la 

chaîne respiratoire (B)84. (A) Les protéines mitochondriales à centre Fe-S (entourées en rose) sont impliquées 

dans la chaîne respiratoire (CI-CIII), la β-oxydation des acides gras, la synthèse de l’acide lipoïque, le cycle de 

Krebs et la biosynthèse du cofacteur Molybdenum (Moco). Les protéines à centres Fe-S cytosoliques et nucléaires 

(entourées en vert) sont impliquées dans l’homéostasie du fer, la traduction, la mitose, la défense antivirale aussi 

bien que dans la maintenance, la transcription, la réplication et la réparation de l’ADN. (B) Complexes de la chaîne 

respiratoire possédant des protéines à centre Fe-S. 

 

La biogenèse des ISC s’effectue en deux phases : la synthèse de novo de groupes Fe-S au sein 

d’un complexe de protéines échafaudage (ISCU) et le transfert des groupements Fe-S sur les 

protéines cibles (Figure 9). Ces ISC sont composés de fer non héminique ainsi que de sulfure 

inorganique se retrouvant principalement sous deux formes majoritaires chez les mammifères : 

la forme rhombique constituée de deux atomes de fer et deux atomes de soufre [2Fe-2S] ou la 

A 

B 
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forme cubique composée de quatre atomes de fer et quatre atomes de soufre [4Fe-4S]85. La 

première étape de la synthèse des ISC consiste en l’assemblage d’un complexe de cystéines 

désulfurases (NFS1/ISD11) sur la protéine d’échafaudage ISCU. Ce complexe permet 

d’apporter le soufre nécessaire à la formation des ISC grâce à la formation de persulfure de 

soufre au niveau de résidus cystéines86. L’arrivée d’une ferrédoxine réductase (FDXR ou 

adrénodoxine réductase) sur le complexe réduit le groupement SO du persulfure en soufre S2
- 

pour son incorporation dans les centres Fe-S. Cette étape nécessite un transfert d’électrons qui 

est assuré par la ferredoxidase réductase ainsi que les ferrédoxines (FDX1-2) présentes dans la 

machinerie d’assemblage. Du fer est également livré au niveau des protéines d’échafaudage 

pour la synthèse de novo des centres Fe-S87.  

 

Figure 9 : Biogenèse des centres Fe-S83.  

Le fer est importé dans la mitochondrie grâce à des transporteurs membranaires, les mitoferrines 1 et 2 (MFRN1-

2). La première étape (encadrée en orange) de la synthèse des ISC consiste à l’assemblage de novo d’un centre 

[2Fe-2S] sur la protéine d’échafaudage ISCU2. La protéine NFS1 est sous forme de dimère sur laquelle des 

monomères d’ISCU2 s’assemblent pour former la structure principale d’assemblage des ISC. Cette synthèse 

implique également cinq autres protéines, dont le complexe de désulfurase NFS1-ISD11-ACP1 fournissant les 

atomes de soufre. La frataxine ainsi d’une chaîne de transfert d’électrons (e-) impliquant des ferrédoxines 

réductases (FDXR et FDX2) viennent se lier dans le complexe de base entre les protéines NFS1 et ISCU. Dans le 

deuxième étape (encadrée en bleue), un complexe formé des protéines chaperons HSPA9, HSC20 et GRPE1 

facilite le transfert du centre [2Fe-2S] synthétisé de novo de la protéine d’échafaudage ISCU2 sur la glutaredoxine 

monothiol (GRLX5). Cette dernière transfère ensuite le centre [2Fe-2S] à d’autres protéines (ISCA1-2 et IBA57) 
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intervenant dans la dernière étape de la biogenèse ou à des apoprotéines réceptrices. La présence d’un motif LYR 

(Leu-Tyr-Arg) sur les protéines réceptrices constitue le site de liaison à la protéine HSC20 lors du transfert des 

ISC dans le complexe avec l’holo-ISCU et la chaperon HSPA9. Ces protéines d’action tardive permettent la 

synthèse des centres [4Fe-4S] ainsi que le transfert sur les apoprotéines réceptrices via un apport d’électrons par 

la ferrédoxine FDX2 et l’implication de certaines protéines de transfert telles que NFU1 et IND1 (encadré en vert). 

Les protéines BOLA sont impliquées dans le transfert du centre Fe-S et la maturation de la lipoyl synthase (LIAS). 

A noter que les protéines des deux premières étapes de la biogenèse des ISC permettent également la synthèse 

d’un facteur contenant du soufre (X-S). Ce facteur est un composant essentiel du mécanisme d’assemblage des 

ISC cytosoliques (CIA). 

 

L’assemblage des ISC générés dans la mitochondrie sur des apoprotéines peut s’effectuer 

directement au sein de ce compartiment via la présence d’un complexe de protéines chaperons 

Hsp70, Hsp66, Hsp20, GrpE et GLRX5. Cependant certaines protéines telles que ACO2, HCS, 

et LIAS requièrent la présence de protéines spécifiques pour le transfert du centre Fe-S (ISCA1-

2 et IBA57)81. La machinerie ISC permet également de générer des groupements X-S qui sont 

exportés de la mitochondrie par les protéines ABCB7 (ATP-binding cassette protein B7) pour 

être pris en charge par la machinerie d’assemblage des ISC cytosoliques (CIA). Cette dernière 

incorpore du fer cytosolique pour la biogenèse des centres Fe-S et le transfert sur des 

apoprotéines cytosoliques ou nucléaires (Figure 10)81,87.  

 

Figure 10 : Machinerie de synthèse des ISC cytosoliques (CIA) incorporés à des protéines du cytosol et du 

noyau88. Le transporteur Atm1 (ABCB7) permet de transférer le composé X-S issu de la biosynthèse des ISC 

mitochondriaux vers le cytosol assisté par le glutathion (GSH) afin de constituer la source de sulfure nécessaire. 

Dans le cytosol, l’assemblage et la maturation des ISC s’effectuent en deux étapes. Les ISC sont assemblés dans 

un premier temps sur la protéine Nbp35 grâce à l’intervention de Dre2 et de Tah18. Cette étape nécessite un apport 

d’électrons qui est fourni par la réduction du NADPH. Le centre Fe-S du complexe Cfp1/ Nbp35 est ensuite capté 

par un second complexe formé des protéines Nar1, Cia1-2 et Mms19. La protéine Nar1 permet de rendre labile de 

centre Fe-S qui est ensuite transféré sur les apoprotéines cytosoliques et nucléaires grâce aux interactions de ces 

dernières avec Cia2 et Mms19. La protéine Cia1 assure le maintien du complexe. 
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L’ensemble des composants de la machinerie ISC est très conservé au cours de l’évolution. 

Ainsi les premiers travaux chez la levure S. cerevisiae ont permis d’établir le rôle primordial de 

la frataxine dans la biogenèse des centres Fe-S89. En effet, un déficit en Yfh1, homologue levure 

de la frataxine, conduit à un défaut de plusieurs protéines à centres Fe-S dont notamment les 

aconitases (cytosolique et mitochondriale) ainsi que les complexes II et III de la chaîne 

respiratoire89. Ces manifestations ont également été rapportées dans le cœur de patients AF89 et 

de souris MCK90,91. La frataxine interagit directement avec des protéines du cœur de la 

machinerie ISC (ISCU,  NFS1 et ISD11) afin de stabiliser le complexe et favoriser l’activité de 

cystéine désulfurase par un changement de conformation qui modifie le site de liaison du 

substrat à l’enzyme86,92. De plus, la quantité de la frataxine associée au complexe ISC est 

directement corrélée à la quantité de fer ferreux présent93, suggérant que la frataxine pourrait 

être considérée comme un donneur de fer et ainsi contrôler son intégration dans les ISC comme 

un activateur allostérique.  Par conséquent, la frataxine joue un rôle primordial dans les étapes 

précoces de la synthèse de novo des centres Fe-S dans la mitochondrie mais ses modalités de 

liaison au fer restent encore à démontrer.  

 

b.2. Autres fonctions possibles 

b.2.1. Fonction dans la biogenèse de l’hème 

La mitochondrie est le lieu de synthèse de l’hème. Cette biogenèse est présente dans toutes les 

cellules de l’organisme mais principalement dans les cellules érythroïdes et les hépatocytes. La 

ferrochélatase (FECH) est une enzyme de type lyase intégrée dans la membrane interne de la 

mitochondrie et qui catalyse la dernière réaction de la biogenèse de l’hème en insérant le fer 

ferreux Fe2+ à la protoporphyrine IX (PPIX) pour former de l’hème. Plusieurs études ont mis 

en évidence une haute affinité de liaison de la frataxine pour la FECH94,95. Cependant, seule la 

FECH humaine possède un centre [2Fe-2S] tandis que son homologue levure (Hem15) en est 

dépourvue. Par conséquent, la diminution de Hemp15 ainsi que l’absence d’insertion de fer 

dans l’hème observés dans les levures ΔYfh1 démontrent que l’implication de la frataxine dans 

la synthèse de l’hème est indépendante de la synthèse des ISC96. De plus, la surexpression de 

Yfh1 augmente la disponibilité du fer pour la formation de l’hème, montrant l’impact direct de 

la frataxine dans la biogenèse de l’hème97. Ces données suggèrent ainsi que la frataxine contrôle 

l’utilisation du fer mitochondrial pour la biogenèse de l’hème96. 
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b.2.2. Fonction dans l’acquisition, le stockage et le transport de fer 

Depuis sa découverte, la frataxine est considérée comme une protéine pouvant donner du fer 

lors des premières étapes de la biogenèse des ISC. Cette hypothèse a longtemps été soutenue 

par l’absence d’identification des mécanismes d’apport du fer dans cette voie métabolique, sans 

qu’aucune preuve formelle n’ait été identifiée. Cependant, l’étude de la structure de la frataxine 

humaine ainsi que la découverte de la capacité d’oligomérisation de Yfh1 chez la levure ont 

permis de reconsidérer la fonction de liaison et de stockage du fer par la frataxine98. L’utilisation 

de la technique de spectrométrie par résonance magnétique nucléaire (RMN) a permis 

d’identifier que la surface de l’hélice H1 possédait des résidus très conservés (D112, L113 et 

D115) impliqués dans la liaison avec le fer95. La forme ferrique de la frataxine (holo-frataxine) 

a une forte affinité de liaison aux protéines du complexe ISCU pour la biogenèse des ISC 

contrairement à la forme apo-frataxine99.   

De plus, la présence de fer et d’oxygène favorise la forme oligomère (α3) de la frataxine qui 

catalyse l’oxydation du fer Fe2+. L’élévation de la concentration intracellulaire en fer induit la 

formation d’homopolymère sphérique de la frataxine d’approximativement 60 sous-unités 

(α60) capable de séquestrer plus de 3000 atomes de fer ferrique dans un état inactif d’oxydo-

réduction100,101. La forme bactérienne de la frataxine, CyaY, est également capable de lier 

jusqu’à 10 atomes de fer par sous-unité. Des formes de frataxine de haut poids moléculaires ont 

été détectées dans du tissu cardiaque de souris ainsi que dans des souches de levures ΔYfh1101. 

Outre sa capacité à intégrer le fer disponible, la frataxine peut également le libérer pour le 

métabolisme cellulaire98. Cependant, les frataxines humaine et bactérienne ont des capacités de 

liaison du fer inférieures à la frataxine de levure probablement dues à l’absence de ferritine chez 

S. cerevisiae101. De plus, l’incubation des cellules en présence de citrate d’ammonium de fer 

augmente l’expression de la frataxine in vitro. Par conséquent, la frataxine pourrait exercer à la 

fois une fonction de stockage du fer et de protéine chaperon comme la ferritine cytosolique 

(Figure 11).  
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Figure 11 : Structure de la forme oligomère de la frataxine (à gauche) et de la ferritine (à droite)66. 

 

La présence d’une surcharge en fer mitochondrial dans les modèles murins90 ou de levures 

ΔYfh1102 laisse penser que la frataxine pourrait contrôler le flux de fer dans ce compartiment. 

Une étude a démontré le rôle primordial de la frataxine dans la différenciation des précurseurs 

érythroïdes dans laquelle une augmentation de PPIX conduit à une baisse de l’expression de la 

frataxine et donc potentiellement à un détournement du fer de la synthèse des ISC vers la 

biogenèse de l’hème103.  De plus, une baisse de l’activité de la ferrochélatase est observée quand 

le taux de frataxine augmente, conduisant ainsi à une diminution de la synthèse de l’hème94. 

Par conséquent, la frataxine pourrait agir comme un « interrupteur métabolique » dans la 

distribution du fer pour les voies métaboliques mitochondriales en fonction du niveau 

d’expression de son ligand104.  

 

b.2.3. Fonction dans la protection contre les réactifs de l’oxygène 

(ROS) 

La présence d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) augmente le stress oxydant et perturbe 

l’équilibre redox en interférant avec des molécules intracellulaires. Une production transitoire 

de ROS provoque des modifications réversibles des protéines tandis qu’un stress oxydant 

prolongé ou chronique induit des dommages plus sévères dont notamment l’oxydation 

irréversible des protéines ou de l’ADN aussi bien que la peroxydation des lipides altérant ainsi 

l’intégrité des membranes. Le peroxyde d’hydrogène H202 est une molécule hautement 

oxydante naturellement produite par la cellule à partir d’anions superoxydes (O2
-) issus de 

l’activité des complexes de la chaîne respiratoire (CI, CII et CIII). Le O2
- libéré dans la matrice 

mitochondriale est rapidement converti en espèce moins toxique, le H202 via l’action de la 

superoxyde dismutase mitochondriale, SOD2 (Figure 12). Une partie des anions superoxydes 
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est libérée dans le compartiment cytoplasmique par le complexe III de la chaîne respiratoire. 

Ces anions sont alors pris en charge par la superoxyde dismutase cytosolique, SOD1, pour leur 

conversion en peroxyde d’hydrogène. En général, ce dernier est décomposé en H20 grâce à la 

glutathion peroxydase (GPx) en présence de glutathion sous sa forme réduite (GSH). 

Cependant, une forte concentration de fer ferreux (Fe2+) intracellulaire favorise son oxydation 

en fer ferrique (Fe3+) par le H202 via la réaction de Fenton. Le fer agit comme catalyseur de 

cette réaction ayant pour conséquence la synthèse de radicaux hydroxyles (HO-) conduisant à 

des dommages cellulaires. L’absence de frataxine empêche l’assemblage et la production d’ISC 

et conduit à une surcharge en fer mitochondriale. La délétion de Yfh1 chez la levure provoque 

une augmentation de radicaux toxiques tel que le H202 provoquant une sensibilité accrue des 

cellules au stress oxydant105 associée à une accumulation de protéines oxydées et à une 

inhibition du protéasome106. La résistance aux agents oxydatifs peut être rétablie par la 

diminution de la production de peroxyde d’hydrogène via la surexpression endogène de 

frataxine97.  

 

Figure 12 : Mécanisme cellulaire de production et de dégradation de l'anion superoxyde (O2
-).  

L’anion superoxyde est généré à partir de la dégradation d’oxygène par la NADPH oxydase (NOX). Le O2
- produit 

est ensuite dégradé par l’action des superoxydes dismutases (SOD) pour former le peroxyde d’hydrogène (H2O2). 

Le peroxyde d’hydrogène peut être détoxifié par des mécanismes enzymatiques (flèches grises) impliquant le 

glutathion peroxydase (GPx) ou la catalase. Le glutathion oxydé peut ensuite être réduit par le glutathion réductase 

(GR). Le peroxyde d’hydrogène peut induire la production d’autres réactifs de l’oxygène dont notamment des 

radicaux hydroxyles par la réaction de Fenton (flèche rouge) en présence de cofacteur Fe2+.  

 

L’augmentation du niveau de stress oxydatif intramitochondrial interfère avec la structure de 

l’ADN. Contrairement à l’ADN nucléaire, l’ADN mitochondrial (ADNmt) n’est pas protégé 

par des histones, le rendant plus vulnérable face aux agents oxydants. Une étude portant sur 

l’intégrité de l’ADNmt chez des sujets AF a montré la présence de délétions (entre 8 et 9 kb)107. 

Ces dommages de l’ADN augmentent encore plus le risque de perturbation de l’activité des 
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complexes de la chaîne respiratoire car une partie des enzymes est codée par le génome 

mitochondrial.  

De plus, la présence de radicaux hydroxyles favorise également la peroxydation des lipides. 

L’oxydation des lipides insaturés endommage les membranes cellulaires ainsi que les processus 

d’autophagie. L’autophagie représente un mécanisme de protection cellulaire face à la 

dégradation de certains composants en induisant la lyse d’organites cellulaires endommagés tel 

que la mitochondrie (mitophagie). En cas d’échec d’initiation de l’autophagie, la cellule 

déclenche des mécanismes d’apoptose conduisant à la mort cellulaire. Une induction de 

l’autophagie a été détectée dans le modèle nématode de l’AF ainsi que dans des cellules 

lymphoïdes de patients108. De plus, la destruction des cellules β des îlots pancréatiques de souris 

déficientes en frataxine par le processus d’apoptose conduit à une diminution de la sécrétion 

d’insuline et au développement d’un diabète15. Les KO conditionnels de FXN dans différents 

tissus montrent une dégénérescence rapide de pratiquement tous les tissus testés incluant des 

structures cérébrales (GRD et neurones sensitifs) ainsi que cardiaques (myocarde)90,109.   

 

II.L’homéostasie du fer 

Le fer est un oligo-élément essentiel pour de nombreuses voies métaboliques comme par 

exemple le transport et le stockage de l’oxygène, la production d’énergie, ainsi qu’en tant que 

catalyseur biologique de plusieurs réactions d’oxydo-réduction110,111. Ce métal est 

indispensable à la vie en participant aux fonctions clés de la cellule telles que la croissance, la 

prolifération et la mort cellulaire. Son rôle de catalyseur dépend principalement de la capacité 

du fer ferreux (Fe2+) et ferrique (Fe3+) à donner ou à accepter les électrons dans des conditions 

physiologiques. En présence d’oxygène, le fer favorise la formation de radicaux hydroxyles 

toxiques qui peuvent endommager les protéines, les lipides, aussi bien que l’ADN comme nous 

avons pu le voir précédemment. Par conséquent un excès de fer peut causer une cytotoxicité 

cellulaire et tissulaire par la production de ROS tandis qu’une carence en fer peut mener à la 

mort des cellules. Des mécanismes bien conservés au cours de l’évolution permettent de réguler 

la quantité de fer par modulation de son apport, de son stockage et de sa distribution afin 

d’assurer le maintien de l’homéostasie et la survie cellulaire112. Ces processus permettent de 

garantir une quantité de fer disponible suffisante pour les fonctions biologiques tout en 

préservant la cellule de tout phénomène de toxicité. Cependant, le fer présent dans 

l’environnement est principalement sous forme oxydée et peu soluble, le rendant ainsi 
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difficilement assimilable. L’évolution a donc favorisé l’apparition de mécanismes biologiques 

qui conservent et recyclent le fer dans l’organisme.  

1. L’absorption du fer par les entérocytes 
 

Le fer alimentaire est la seule source de fer externe de l’organisme, sauf lors de transfusion 

sanguine ou d’administration parentérale de fer. Étant donné que l’excrétion du fer n’est pas 

contrôlée, la régulation de la teneur en fer dans l’organisme dépend seulement du contrôle de 

son absorption. Ce phénomène explique aussi qu’une surcharge en fer augmente 

systématiquement toutes les formes de stockage de ce métal dans l’organisme. Seule une petite 

partie du fer (environ 1 à 2 mg) est perdue quotidiennement à cause de la desquamation de 

cellules intestinales ou cutanées ainsi qu’à des pertes de sang. Ces pertes sont donc compensées 

par une absorption de fer alimentaire. Ainsi environ 5% du fer de la circulation sanguine sont 

renouvelés quotidiennement.  

Les deux formes principales de fer alimentaire sont la forme héminique et la forme non 

héminique. La forme héminique (ou organique) correspond à du fer emprisonné dans un anneau 

de protoporphyrine, communément rencontré dans les molécules d’hème de l’hémoglobine ou 

de myoglobine. Ce fer organique est présent dans la viande et les fruits de mer en raison de la 

présence en grande quantité d’hémoprotéines. Il représente la forme la plus assimilable par 

l’organisme. En revanche, la forme non héminique (ou inorganique) représente du fer non 

incorporé à de l’hème mais lié à d’autres molécules (autres que l’hémoglobine et la 

myoglobine). Ce fer inorganique est généralement présent dans les végétaux. Cependant les 

aliments d’origine animale contiennent également pour moitié du fer non héminique 

(principalement sous forme liée à la ferritine).  

L’acidité gastrique ainsi que la présence de nombreuses enzymes protéolytiques permettent la 

libération des hémoprotéines alimentaires. Le fer est ensuite absorbé dans la première partie de 

l’intestin grêle car les sécrétions gastriques acides augmentent la solubilité du fer. Cependant 

la cellule n’est capable d’absorber que du fer ferreux (Fe2+), alors que le fer présent dans la 

lumière intestinale est en grande partie sous forme ferrique (Fe3+). Par conséquent, le fer 

inorganique soluble (Fe3+) est réduit en Fe2+ grâce à la présence de ferriréductases telle que la 

cytochrome b réductase 1 (DCYTB ou CYBR1) (Figure 13). La suppression de DCYTB a des 

effets mineurs sur l'absorption du fer, ce qui suggère que d'autres réductases ou agents 

réducteurs non identifiés peuvent contribuer à la réduction du fer. Le fer Fe2+ est transporté à 
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travers la membrane plasmique grâce à la protéine DMT1 (Divalent Metal Transporter 1) 

localisée à la surface apicale des cellules du duodénum proximal ou du jejuna supérieur. 

L’action de DMT1 est dépendante du pH et son fonctionnement est optimal à pH acide. Malgré 

le faible pH, cette protéine transmembranaire tire profit de la présence d’un gradient de proton 

H+ existant entre la lumière intestinale et le cytoplasme des entérocytes. Cette génération locale 

du gradient de protons au niveau de la membrane entérocytaire est essentielle pour l'absorption 

du fer par le DMT1 via la production d’un symport Fe2+. Ce gradient de protons est 

principalement généré par l'échangeur 3 Na+/H+ (NHE3). En cas de carence en fer ou d’hypoxie, 

l’expression intestinale de DMT1 est augmentée afin de favoriser l’apport en fer dans 

l’organisme.  

L’absorption du fer héminique fait intervenir un phénomène d’endocytose de récepteur 

membranaire qui est assez faiblement caractérisé. Néanmoins, l’hème contenant du fer peut 

entrer dans les cellules grâce à la présence du transporteur de folate HCP1 (également connu 

sous le nom de SLC46A1) positionné à la surface des entérocytes (Figure 13). Une fois l’hème 

rompu par l’hème oxygénase 1 (HO1), le fer ferreux est libéré dans le cytoplasme de la cellule. 

A noter que la ferritine alimentaire peut aussi être absorbée par les entérocytes via un complexe 

de protéine adaptatrice AP2.  

Une fois dans le cytoplasme, le fer est dirigé vers la membrane basolatérale des entérocytes 

pour y être exporté. Lors de son passage dans la cellule, le fer peut être stocké par la ferritine 

qui constitue la principale forme de stockage du fer cellulaire. L’exportation du fer Fe2+ vers le 

milieu extracellulaire est assurée par la protéine ferroportine (FPN). Durant cet efflux, le fer est 

oxydé par une ferriréductase transmembranaire, l’héphaestine (Heph) et une glycoprotéine 

extramembranaire, la céruloplasmine (Cp), afin de favoriser sa liaison à la transferrine (Tf) 

plasmatique. Le fer Fe3+ relargué dans la circulation sanguine se lie à l’apo-Tf pour former de 

l’holo-Tf.  
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Figure 13 : Mécanisme d'absorption du fer alimentaire par les entérocytes. 

 

2. Le transport et la distribution du fer dans l’organisme 
 

On estime qu’un adulte possède l’équivalent de 3 à 4 g de fer dans son organisme. Dans la 

circulation sanguine, le fer est complexé à trois protéines majeures : la Tf, l’hème et la ferritine. 

Chez l’homme, plus de 95% du fer plasmatique est lié à la Tf dans des conditions 

physiologiques normales. Le fer est majoritairement recyclé à partir des érythrocytes sénescents 
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par les macrophages qui l’apportent ensuite à la Tf. Une toute petite partie du fer (1 à 2 mg) est 

issue de l’apport externe via l’alimentation quotidienne. 

La Tf est une glycoprotéine de 77 kDa produite par le foie et ayant une demi-vie d’environ 8h 

dans le sang. Cette protéine possède une chaîne polypeptidique simple contenant un site de 

fixation au fer (Fe3+) dans chacun de ses lobes (A et B) situés aux extrémités N et C-terminales, 

dont chacun est capable de lier un atome de fer ferrique. La Tf existe sous trois formes 

différentes : l’apo-Tf (ne contenant pas de fer), la Tf monoferrique (contenant un seul atome de 

fer) et la Tf différique (ou holo-Tf liant deux atomes de fer). La distribution du fer dans 

l’organisme dépend quasiment entièrement de la Tf mais la stabilité du complexe fer-Tf est 

sous l’influence de l’état d’oxydation du fer, du pH et de la conformation de la protéine110. Dans 

des conditions physiologiques, la concentration de Tf plasmatique est de l’ordre de 3 g/L, avec 

une capacité totale de fixation de deux atomes de fer par Tf, avoisinant 60 à 90 µmol/L de fer. 

Cependant, la concentration du fer sérique est d’environ de 20 à 30 µmol/L, correspondant ainsi 

à un pourcentage de saturation de la Tf (TSAT) en fer de 30% en moyenne. La concentration 

d’holo-Tf plasmatique est ainsi approximativement de 1 g/L (soit 13 mM). Une TSAT 

inférieure à 20% est signe d’une carence en fer tandis qu’une saturation supérieure à 50% est 

synonyme d’une surcharge ferrique. Un déficit congénital de Tf conduit à une anémie sévère 

pouvant occasionner de graves problèmes postnatals en l’absence de transfusion de sang113. 

Paradoxalement, malgré cette anémie importante due à une carence en fer, les patients et les 

modèles murins développent une surcharge en fer massive dans de nombreux tissus dont le 

foie113,114. A noter que cette accumulation de fer hépatique dépasse même les taux ferriques 

retrouvés dans le modèle murin d’hémochromatose (Hfe)113. Ces données montrent donc que 

la Tf n’est pas essentielle pour l’import du fer cellulaire dans tous les organes et suggère la 

présence d’une machinerie d’absorption du fer indépendant de la Tf. 

Outre la Tf, le fer plasmatique peut être complexé à de l’hème qui est transporté sous la forme 

d’hémoglobine liée à l’haptoglobine ou à l’hémopexine. La troisième source de fer sanguin est 

le fer contenu dans la ferritine représentant une quantité infime du fer circulant car la teneur en 

ferritine plasmatique reste faible (environ 300 µg/L pour un homme contre 200 µg/L pour une 

femme).  

Comparée à la teneur en fer total du corps, la circulation sanguine ne représente qu’une petite 

proportion de fer qui renouvelle la distribution du fer aux tissus environ huit fois par jour. Bien 

que tous les tissus aient des besoins en fer, certains ont des métabolismes cellulaires plus 
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consommateurs que d’autres ; c’est le cas notamment des précurseurs érythrocytaires qui sont 

les principaux consommateurs de fer de l’organisme avec des besoins avoisinant les 24 mg de 

fer par jour pour la synthèse de l’hème et le renouvellement des érythrocytes sénescents.  

Outre la liaison du fer à ces trois protéines majeures, une autre espèce de fer a été identifiée 

sous le nom de fer non-lié à la transferrine (NTBI : Non Transferrin-Bound Iron). Non 

seulement ce fer n’est pas lié à la Tf, mais il n’est pas, non plus, associé à toutes les autres 

protéines de transporteurs du fer dans la circulation y compris l’hème et la ferritine. La présence 

de NTBI dans le plasma jouerait un rôle majeur dans la survenue de phénomènes pathologiques 

dans des maladies à surcharge en fer. Lorsque la saturation en Tf dépasserait les 80-85%, des 

formes de NTBI apparaîtraient dans le sang et provoqueraient des lésions tissulaires dues à son 

caractère toxique. En effet, l’étude de sang de patients atteints d’hémochromatose ou de 

thalassémie a permis d’identifier la nature du fer NTBI qui se retrouve majoritairement 

complexé avec du citrate sous forme de Fe3+ 115,116. Des complexes monomériques ou 

oligomériques se formant par la liaison entre un anion et le fer ferrique avec de l’acétate ont 

également été décrits116. Le fer peut aussi se lier à une autre protéine plasmatique présente en 

très grande quantité telle que l’albumine. Cette protéine possède à sa surface de nombreux sites 

chargés négativement capables de fixer des atomes de fer ferrique quel que soit le pourcentage 

de saturation de la Tf dans la circulation117. L’albumine sérique est la protéine majoritaire du 

sang avec une concentration de 40 g/L ayant la capacité de lier de nombreuses molécules 

incluant l’eau, le calcium (Ca2+), le sodium (Na+), le potassium (K+), le magnésium (Mg2+), le 

zinc (Zn), des acides gras, des hormones et de la bilirubine. La nature du NTBI étant encore 

faiblement caractérisée, il est probable que différentes formes coexistent et que ces espèces 

varient selon le pourcentage de saturation de la Tf, la présence d’une accumulation en fer et la 

durée de cette surcharge.  

Néanmoins, toutes les formes de NTBI ne donnent pas lieu à une réaction d’oxydo-réduction et 

n’agissent pas comme catalyseur dans la production des ROS. C’est pourquoi le terme de fer 

plasmatique labile (LPI pour labile plasma iron) a été mentionné pour désigner l’ensemble du 

fer libre qui était actif chimiquement dans les réactions redox pour induire un stress oxydatif118.  
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3. L’absorption du fer dans les cellules 

Les cellules importent le fer sous différentes formes. La forme majoritaire d’absorption du fer 

cellulaire est celle liée à la transferrine par la voie TBI (Transferrin-Bound Iron). Cependant, 

certaines cellules comme les hépatocytes sont connues pour absorber rapidement et en grande 

quantité la forme de fer non liée à la transferrine, le NTBI (Non Transferrin-Bound Iron), 

notamment chez les patients souffrant de surcharge en fer. Enfin, quelques formes minoritaires 

telles que le fer contenu dans l’hémoglobine, l’hème ou la ferritine sérique peuvent être captées 

par la cellule. Néanmoins, les voies d’absorption du fer héminique ne contribuent pas 

significativement aux réserves de fer cellulaire dans les conditions physiologiques (à 

l’exception des cellules intestinales).  

a. La voie TBI 

Les cellules reçoivent du fer sous sa forme réduite (Fe3+) apporté par la Tf. La Tf mono ou 

différrique agit comme un ligand sur un récepteur présent à la surface des cellules, le récepteur 

à la transferrine 1 ou 2 (TfR1 ou TfR2 selon le type cellulaire). Le TfR est une protéine 

membranaire de 97 kDa exprimée de manière ubiquitaire dans l’ensemble des cellules de 

l’organisme sous forme d'homodimère à la surface cellulaire. Le TfR1 est majoritairement 

présent dans les érythroblastes où il constitue l’apport de fer essentiel pour la synthèse de 

l’hémoglobine. Une extinction complète de TfR1 chez la souris est létale à l’état 

embryonnaire119. L’établissement de modèles murins présentant un KO conditionnel a permis 

de démontrer l’importance du TfR1 dans l’homéostasie du fer cellulaire en particulier dans les 

muscles squelettiques et les cardiomyocytes120,121. Ces souris déficientes en TfR1 dans le 

muscle présentent un déficit en fer dans ce tissu mais également dans le foie et le tissu 

adipeux120. En revanche, un défaut d’expression de TfR1 dans le cœur a des conséquences plus 

importantes sur la survie des souris avec des décès recensés dès deux semaines de vie. Cette 

létalité précoce fait suite à une défaillance cardiaque résultant d’une mauvaise respiration 

mitochondriale et d’une mitophagie inefficace121.  

Au contraire de son homologue, la présence de TfR2 est restreinte aux cellules du foie et aux 

précurseurs érythroïdes122. La Tf complexée au fer est capable de se lier à la fois au TfR1 et au 

TfR2 car leur similitude avoisine les 65% au niveau de leurs parties extracellulaires. Cependant 

sa liaison au TfR1 induit l’internalisation du complexe Tf-TfR tandis que son interaction avec 

TfR2 agit également comme un senseur du statut de fer systémique123. Une seconde particularité 

entre ces deux homologues est la restriction de la liaison Tf-TfR en fonction de la nature de la 
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Tf. En effet, l’interaction du TfR1 est restreinte à de la Tf humaine au contraire du TfR2 qui est 

capable de lier à la fois de la Tf humaine et bovine. De plus, l'analyse de l'ARNm TfR2 n'a 

révélé aucune région d'homologie avec les séquences consensus des éléments sensibles au fer 

(motif IRE pour Iron Responsive Elements) contrairement au transcrit du TfR1122 (Figure 14) 

car leurs domaines cytoplasmiques ne présentent aucune similitude. Par conséquent, le niveau 

de régulation de ces deux homologues est totalement différent. Le TfR1 est régulé selon le 

contenu en fer intracellulaire tandis que le TfR2 est contrôlé en fonction de la concentration en 

ligand, l’holo-Tf 124.  

 

Figure 14 : Comparaison des transcrits du TfR1 et du TfR2122. 

 

Le fer lié à la Tf pénètre dans la cellule via un mécanisme faisant intervenir l’internalisation du 

récepteur TfR1 couplée à son ligand, la Tf mono ou différrique. L’entrée du fer cellulaire est 

médiée par l’endocytose du complexe fer-Tf et TfR1 nécessitant la création d’un manteau de 

clathrine (Figure 15). Ce processus finement contrôlé permet de réguler les besoins en fer de 

la cellule. L’interaction de l’holo-Tf sur le TfR1 est dépendante du pH. En effet, à pH 

physiologique (pH=7,4), le TfR1 possède une forte affinité de liaison pour la Tf chargée en fer. 

En revanche, en milieu acide l’affinité de liaison est en faveur de la forme apo-Tf. Ainsi, une 

acidification de l’endosome grâce à l’activation de pompe à protons ATPase entraîne une 

réduction de l’affinité de la Tf pour le fer permettant ainsi de le dissocier de l’holo-Tf. Ce 

dernier se transforme ainsi en apo-Tf. Le complexe apo-Tf/TfR1 est ensuite transporté à la 

membrane plasmique dans l’endosome de recyclage afin de dissocier l’apo-Tf du TfR1 à un pH 

proche de la neutralité. L’apo-Tf est relarguée dans le milieu plasmatique où elle pourra capter 

d’autres molécules de fer. A la surface cellulaire, le récepteur TfR1 est désormais prêt à interagir 

avec de nouvelles molécules de Tf pour un prochain cycle d’absorption du fer cellulaire.  
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Figure 15 : Import du fer cellulaire par la voie TBI125. 

Au sein de l’endosome, le fer Fe3+ libéré de l’holo-Tf est réduit en Fe2+ par une métallo-

réductase, STEAP3 (Six-Transmembrane Epithelial Antigen of Prostate 3), puis exporté dans 

le cytosol grâce au transporteur de métal divalent 1 (DMT1) et au récepteur de la mucolipine 1 

(TRPML1)126 localisés à la membrane endosomale. Les souris déficientes de STEAP3 

présentent une anémie sévère ainsi qu’un défaut de l’entrée du fer cellulaire à partir de la voie 

TBI dans les érythroblastes127. A l’inverse des souris KO TfR1, aucune létalité embryonnaire 

n’est observée pour les souris KO STEAP3127, suggérant la présence possible d’autres protéines 

permettant de réduire le fer ferrique ou d’autres sources d’apports de fer cellulaire. De plus, des 

embryons de souris déficients pour DMT1 sont capables d’obtenir du fer à partir du placenta 

via l’internalisation du TfR1. Ces nouveaux nés naissent avec une accumulation de fer dans le 

foie128, démontrant ainsi que d’autres protéines sont capables d’exporter le fer de l’endosome 

vers le cytosol pendant le développement embryonnaire. Cependant, l’activité de DMT1 est 

essentielle pour l’absorption du fer intestinal non héminique et la production d’hémoglobine 

après la naissance128. Enfin, des mutations de TRPML1 provoquent la mucolipidose de type 4 

(ML4) se traduisant par une anémie ferriprivée importante chez les patients associée à une 

dégénérescence rétinienne et une déficience motrice126. Les cellules des patients ML4 

présentent une augmentation du contenu en fer Fe2+ dans les endosomes tardifs et les lysosomes 

au détriment du compartiment cytosolique126, démontrant l’importance de TRPML1 dans le 

transport du fer des vésicules vers le cytosol.  

Parmi l’ensemble des protéines nécessaires à l’import cellulaire du fer par la voie TBI, seule 

l’extinction complète du TfR1 est létale à l’état embryonnaire, démontrant ainsi son importance 
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fonctionnelle au sein de ce processus. Ce récepteur dimérique possède une petite partie 

intracellulaire de 67 acides aminés, un court domaine transmembranaire d’une vingtaine de 

résidus et un long domaine extracellulaire de 672 acides aminés. Ce dernier est séparé de la 

membrane par un pédoncule de 30Å où se situe deux ponts disulfures intermoléculaires au 

niveau des Cys89 et Cys98 permettant de relier de manière covalente deux monomères (Figure 

16A)129. Le TfR appartient à la classe des récepteurs transmembranaires de type II grâce à la 

présence d’un passage unique au sein de la membrane plasmique et d’une séquence d’ancrage 

à la surface cellulaire dans son domaine C-terminal.  

Le domaine cytoplasmique en N-terminal contient un motif YTFR en position 20-23 permettant 

de promouvoir l’internalisation et le recyclage du TfR1 à la surface cellulaire par les 

endosomes130,131. La délétion de ce domaine cytoplasmique induit une perte complète de 

l’internalisation du récepteur131. Des modifications post-traductionnelles telles que 

l’attachement de palmitate de manière covalente et réversible sur les résidus cystéines 62 et 67 

contribue également à la régulation de l’endocytose du récepteur (Figure 16B). En effet, la 

mutation de Cys62 et Cys67 conduit à un défaut de palmitoylation du TfR1 provoquant une 

accumulation du récepteur à la membrane, une augmentation de Tf-diferrique ainsi qu’une 

augmentation de son taux d’endocytose132. La palmitoylation du TfR1 permet ainsi de limiter 

l’internalisation du TfR1 mais n’a aucun impact sur sa cinétique de recyclage132. En revanche 

d’autres modifications post-traductionnelles dans la partie intracellulaire, telle que la 

phosphorylation de la sérine 24 par l’action de la protéine C kinase, n’ont aucun impact 

significatif sur le niveau d’endocytose et de recyclage du récepteur131.    

Cependant, les N-glycosylations sur des résidus de la partie extracellulaire (Asn 251, 317, 727) 

sont essentielles pour garantir la stabilité et l’interaction du récepteur à ses ligands 

contrairement à la O-glycosylation de Thr104 qui n’a aucun impact fonctionnel avéré133. En 

effet, une mutagenèse dirigée contre ces trois résidus asparagines conduit à une perte de 

l’affinité de liaison du TfR1 pour la Tf, une réduction de l’expression du récepteur à la surface 

cellulaire ainsi qu’une baisse des liaisons interchaînes134.  Par conséquent, la présence de N-

glycosylation est indispensable pour la dimérisation du TfR1, le maintien d’une conformation 

stable et son interaction avec ses ligands. Le TfR1 a la capacité d’interagir à la fois avec la Tf 

(Figure 16C) mais aussi avec la ferritine sérique129. Ces deux ligands ne présentent aucune 

compétition de liaison pour le TfR1 car chacun d’entre eux se fixe sur des épitopes différents 

du domaine extracellulaire du récepteur. De nombreux aspects de l’internalisation du complexe 
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TfR1-ferritine restent encore à éclaircir. Seule la sous-unité H de la ferritine serait capable de 

se lier au TfR1. Mais cette interaction nécessite un niveau élevé de récepteur à la membrane 

plasmique. Il semblerait qu’un complexe formé de plusieurs TfR1 serait requis pour 

l’endocytose à médiation de clathrine de la ferritine. Cette dernière est ensuite dégradée par les 

lysosomes afin de libérer le fer qu’elle contient. Par conséquent, le TfR1 est capable d’interagir 

avec les deux transporteurs majoritaires du fer plasmatique ayant des structures totalement 

différentes. 

Figure 16 : Structure du récepteur à la transferrine TfR1. (A) Schéma de la forme homodimère du TfR1 à la 

surface membranaire constituée de deux monomères liés par des ponts disulfures au niveau des cystéines 89 et 98 

(adapté de Luria-Pérez et al.125). Le TfR1 possède un domaine intracellulaire, un domaine transmembranaire et un 

domaine extracellulaire contenant trois sous-domaines : apical (en orange), hélical (en vert) et un domaine de type 

protéase (en bleu). (B) Localisation des différentes modifications post-traductionnelles du TfR1135. (C) 

Représentation schématique de la fixation de la Tf (en rouge) sur le TfR1 (en orange)125. 

 

b. La voie NTBI 

Dans des conditions physiologiques, la totalité du fer est quasiment liée à la Tf dans la 

circulation sanguine. Cependant, lors d’une supplémentation en fer (avec du citrate ou de 

l’acétate de fer par exemple), du fer sous forme de NTBI peut apparaître dans le plasma. La 

présence de NTBI montre ainsi que la liaison du fer à la Tf est un phénomène saturable. Plus 

généralement, le NTBI est présent quand la concentration de fer plasmatique excède de manière 

chronique la capacité de saturation de la Tf. Dans ce cas, on parle de surcharge en fer 

systémique.  
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L'origine et les mécanismes impliqués dans l'absorption cellulaire du NTBI plasmatique restent 

incertains. On sait qu'il a une forte affinité pour les hépatocytes et son absorption semble être 

associée à un mécanisme indépendant de l'endocytose. L’analyse de cellules hépatiques saines 

et d’hépatocarcinome a permis de mettre en évidence le rôle primordial de DMT1 dans l’entrée 

du NTBI intracellulaire. En effet, malgré un taux constant d’entrée du fer par la voie TBI, les 

cellules du foie continuent à importer massivement du fer tout en augmentant l’expression de 

DMT1 à la surface cellulaire136. Ces éléments suggèrent également que la concentration de 

DMT1 pourrait être régulée par le contenu en fer. De plus, les souris atteintes 

d’hémochromatose (Hfe-/-) montrent une augmentation du NTBI plasmatique corrélée à une 

hausse de l’expression de DMT1 et une surcharge en fer hépatique137, démontrant l’implication 

de cette protéine dans l’absorption du NTBI au niveau des cellules du foie.  

Cependant, une telle fonction de DMT1 aurait pu sembler improbable étant donné que cette 

protéine transporte le fer de manière optimale à un pH de 5,5 dans les endosomes ou au niveau 

de la barrière intestinale. Ainsi sa présence à la surface des cellules dans un environnement 

proche de la neutralité (pH 7,4) pourrait fortement affecter son activité, voire le rendre non 

fonctionnel. Néanmoins, il faut prendre en considération qu’il existe quatre isoformes 

différentes de DMT1 (DMT1A/IRE(+), DMT1A/IRE(-), DMT1B/IRE(+), et DMT1B/IRE(-)) 

dont la localisation, l’expression et la réponse au fer peuvent considérablement varier d’un tissu 

à un autre138. Les formes DMT1B se situeraient majoritairement dans les endosomes tandis que 

l’isoforme DMT1A/IRE(+) se localiserait au niveau de la membrane plasmique et serait sujet à 

une régulation post-transcriptionnelle dépendante du contenu en fer intracellulaire139.  

Toutefois, les souris déficientes en DMT1 sont toujours capables d’accumuler du fer 

hépatique128, démontrant que DMT1 n’est pas indispensable dans l’absorption du NTBI140 et  

d’autres protéines seraient nécessaires dans ce processus d’import. Le second transporteur de 

NTBI le plus probable est le transporteur de zinc ZIP14 (Zrt-Irt-like protéine 14). ZIP14 jouerait 

un rôle dans plusieurs tissus incluant le foie, le pancréas et le cœur, où le fer a tendance à 

s’accumuler majoritairement lors de pathologies à surcharge en fer141. L'administration 

intraveineuse de citrate de fer marqué au 59Fe a révélé que les souris KO ZIP14 (Slc39a14-/-) 

réduisent drastiquement le contenu en fer hépatique et pancréatique de près de 70% par rapport 

à des souris témoins142. Cette diminution de l’absorption du NTBI dans le foie et le pancréas 

s’accompagne d’une augmentation significative de l’entrée du fer dans le rein et la rate142. Ces 
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données laissent supposer que les mécanismes d’import du NTBI peuvent faire intervenir des 

transporteurs protéiques différents selon les tissus. 

De plus, des analyses immunohistochimiques d’échantillons de nouveau-nés atteints 

d’hémochromatose ont mis en évidence une forte colocalisation entre l’expression de ZIP14 et 

la présence de dépôts de fer dans des tissus extra-hépatiques tels que le pancréas, la thyroïde ou 

les glandes salivaires143.  Tout comme DTM1, la régulation de ZIP14 pourrait être induite par 

le fer. Une carence en ce métal conduit à l’endocytose et à la dégradation de ZIP14 par le 

protéasome. Une augmentation de l’expression de ce transporteur en cas de surcharge en fer 

dans le foie et le pancréas provoque une diminution du TfR1, suggérant que ces tissus importent 

majoritairement du fer par la voie NTBI au détriment de la voie TBI144. Cependant, le statut en 

fer n’affecte pas la quantité d’ARNm ZIP14 au contraire du transcrit DMT1 qui se retrouve 

fortement diminué en cas de surcharge en fer144. Ainsi la régulation de ZIP14 par le fer pourrait 

se faire au niveau traductionnel ou post-traductionnel.  

Une autre protéine ZIP, ZIP8, présentant une très forte homologie avec ZIP14, a révélé des 

propriétés de transports de métaux plus diversifiées que le zinc. En effet, l’étude d’hépatome 

murin a mis en évidence une augmentation de la quantité de protéine ZIP8 à la surface cellulaire 

en réponse à un apport de fer tandis que le niveau de transcrit reste inchangé145. Le niveau de 

régulation de ZIP8 serait semblable à celui de ZIP14. Cependant, leur distribution tissulaire 

semble différente. ZIP8 est majoritairement présent dans le poumon, le placenta et le rein. Son 

abondance placentaire conduit à une létalité embryonnaire chez la souris146. Des taux très 

faibles de ZIP8 (inférieur à 10%) provoquent une mort précoce des nouveau-nés dans 48h 

suivant leur naissance en raison d’une anémie ferriprive importante146. Les souris KO 

conditionnel pour ZIP8 n’ont montré aucune anomalie du contenu en fer dans le foie, le cœur, 

le cerveau et le rein, suggérant que ce transporteur n’est pas requis pour l’absorption du NTBI 

dans ces tissus141. Cependant, des dépôts de fer associés à une augmentation des transporteurs 

ZIP8 et ZIP14 ont été rapportés dans des tubules rénaux de patients présentant des maladies 

chroniques du rein147. De plus, ZIP8 a été localisé à la surface de neurones primaires de 

l’hippocampe murin et la diminution de son expression conduit à une réduction de l’import de 

NTBI dans ce tissu148. ZIP8 pourrait ainsi contribuer à l’absorption du NTBI.  

L’entrée du NTBI dans les cardiomyocytes pourrait nécessiter l’action de canaux de calcium 

de type L (LTCC) car l’utilisation de bloqueurs de canaux de calcium permet de prévenir 

l’accumulation de fer dans le cœur149 en diminuant sa surcharge de près de 50%150. A l’inverse 
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la stimulation de ces canaux favorise l’absorption du fer dans le myocarde149. Les LTCC sont 

des canaux formant des pores dans la membrane plasmique afin de permettre aux ions divalents 

tels que le Ca2+, le Fe2+, le Zn2+ et le Mn2+ d’entrer dans la cellule lors de la dépolarisation de 

la membrane141. Ces canaux sont majoritairement exprimés dans le cœur, les muscles 

squelettiques et le cerveau. Un second type de canaux calciques, type T (TTCC), est fortement 

présent dans le cœur en cas d’hypertrophie ventriculaire et de thalassémie. Le blocage 

spécifique des canaux TTCC a également la capacité de limiter l’accumulation de fer cardiaque. 

Son utilisation combinée à des chélateurs du fer tels que la déféroxamine ou l’éfonidipine 

permet de réduire le contenu en fer dans le cœur d’environ de moitié dans un contexte de 

thalassémie murine151.  

Quel que soit le transporteur cellulaire engagé dans l’absorption du fer, le prérequis de son 

import est la réduction du fer ferrique Fe3+ en fer ferreux Fe2+. En effet, les transporteurs 

identifiés jusqu’à présent sont incapables de capter le fer ferrique malgré la prédominance de 

cette forme de fer dans le plasma. Cette exigence stricte nécessite ainsi la présence de 

ferriréductases à la membrane plasmique pour réduire le fer à l’état ferreux. Un certain nombre 

d’entre-elles a déjà été identifié ; c’est le cas notamment de protéines de la famille des 

cytochromes B (DCYTB et SR2 (stromal-cell derived receptor 2)), des Steap (Steap 2, 3 et 4), 

de la protéine prion (PrP) et de l’alpha-synucléine. La protéine DCYTB est connue pour son 

rôle de réduction du fer ferrique à la membrane apicale des entérocytes. Tout comme le 

récepteur 2 dérivé des cellules du stroma (SR2), DCYTB contribuerait également à la 

conversion du fer Fe3+ en fer Fe2+ au niveau des astrocytes152. La surexpression des protéines 

Steap favorise l’absorption du NTBI dans des cellules rénales en culture grâce à leur activité de 

ferriréductase. Bien que Steap3 ait été décrite pour favoriser la libération du fer par les 

endosomes dans la voie TBI, toutes les protéines Steap peuvent se positionner à la surface 

cellulaire153. Cependant, la seule preuve actuelle de l’implication des Steap est la présence de 

Steap2 à la surface de neurones en colocalisation avec ZIP8148, suggérant une coopération de 

ces deux partenaires. 

La protéine prion (PrP) est exprimée de manière ubiquitaire à la surface de l’ensemble des 

cellules et joue un rôle dans l’assimilation du NTBI. En effet, l’administration de citrate de fer 

couplé à du 59Fe dans des souris KO PrP s’est révélée diminuée dans le foie, le pancréas et le 

rein154. De plus, une colocalisation de PrP avec ZIP8, ZIP14 et DMT1 a été démontrée dans des 

cellules d’hépatocarcinome154, suggérant encore une fois un phénomène de collaboration entre 
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ferriréductase et transporteurs du fer. Enfin, un rôle possible de la protéine α-synucléine, 

impliquée dans plusieurs maladies neurodégénératives dont la maladie de Parkinson, pourrait 

avoir une activité de ferriréduction dans les neurones dopaminergiques155. Néanmoins, son 

implication directe reste encore à démontrer.  

Le NTBI est avidement absorbé par plusieurs tissus de l’organisme, notamment dans les 

organes touchés par les pathologies à surcharge en fer. Ces faits soutiennent le rôle du NTBI en 

tant que source de fer majoritairement impliquée dans les dépôts de fer au sein des tissus. 

Néanmoins, les transporteurs et ferriréductases impliqués dans l’apport du NTBI peuvent varier 

considérablement d’un organe à un autre (Figure 17) et un grand nombre d’entre-eux restent 

encore à découvrir. 

 

Figure 17 : Transporteurs (en rouge) et ferriréductases (en vert) impliqués dans l'absorption du NTBI 

selon les organes (adapté de Knutson et al. 141). 
 

4. Le devenir du fer dans la cellule 

Dans la cellule, le fer ferreux constitue un pool fonctionnel pouvant être utilisé pour les besoins 

cellulaires, importé dans la mitochondrie pour son métabolisme ou stocké sous forme de 

ferritine (Figure 18). Le fer peut participer à de nombreuses réactions biologiques en tant que 

catalyseurs dans les complexes de la chaîne respiratoire, la synthèse d’ADN, … Le pool de fer 

en transit d’un compartiment à un autre ou d’une protéine à une autre constitue un pool de fer 

labile (LIP pour labile iron pool) intracellulaire. Plusieurs études rapportent que le LIP serait 

une forme de « NTBI intracellulaire ». Cependant, il reste encore mal défini et il pourrait 
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englober à la fois le LIP potentiellement hautement réactif avec l’oxygène, tout comme le fer 

lié de manière non covalente à de petites protéines ou à des ligands de faibles poids moléculaires 

tel que le citrate. Des protéines chaperons présentes dans le cytosol, comme la PCBP1-2 

(protéine de liaison poly(rC) 1 et 2) qui sert à fournir le fer à la ferritine (FTN) ou la ferroportine 

(FPN)156, pourraient constituer une forme de NTBI intracellulaire. Le fer peut également être 

exporté de la cellule grâce à la FPN.  

 

Figure 18 : L'homéostasie du fer cellulaire (adapté de Anderson et al.157). Les cellules peuvent absorber le fer 

sous différentes formes. Toutes les cellules nucléées peuvent internaliser le fer lié à la Tf via l’endocytose du TfR1 

à la membrane plasmique. L’acidification de l’endosome permet la libération du fer de la Tf et sa réduction par les 

protéines Steap. Le fer traverse ensuite la membrane endosomale via DMT1 pour constituer le pool de fer labile 

(LIP) intracellulaire. Le fer peut être incorporé aux ferritines ou importé dans la mitochondrie. L’excédent de fer 

est exporté de la cellule par la ferroportine (FPN). Certains types cellulaires peuvent capter du fer sous d’autres 

formes, le NTBI, ou contenu dans la ferritine plasmatique, l’hème ou l’hémoglobine.  

a. Le stockage par les ferritines 

La ferritine (FTN) est la principale protéine de stockage du fer dans les cellules. Son expression 

est quasiment ubiquitaire et sa localisation est principalement cytosolique. Cependant, la 

ferritine peut également être présente dans le noyau, dans la mitochondrie ou être excrétée dans 

la circulation sanguine158. La FTN cytoplasmique humaine est constituée de 24 sous-unités H 

(FTH) et L (FTL) dans des proportions variables selon les tissus, formant un hétéropolymère 

en forme de cage dans laquelle plus de 4000 atomes de fer peuvent être emprisonnés158. La 
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formation d’hétéropolymère FTH/FTL est favorisée par rapport à la production 

d’homopolymère FTH/FTH dans la cellule159. La cinétique d’assemblage de ces polymères est 

rapide et nécessite moins d’une heure159. Une faible concentration intracellulaire en fer entraîne 

une répulsion électrostatique entre les différentes sous-unités de la FTN160. En revanche, plus 

la présence d’ions ferriques est importante, plus le taux d’assemblage du polymère augmente 

de manière croissante160. Ces données révèlent que la ferritine est régulée par la quantité de fer 

cellulaire.  

Dans le cytosol, les protéines chaperons de liaison poly-r(C) 1 et 2 (PCBP1-2) sont impliquées 

dans l'acheminement du fer des endosomes vers la ferritine156. Avant d'être emprisonné dans la 

ferritine, le Fe2+ est oxydé en Fe3+ grâce à l'activité ferroxidase de la sous-unité H. Cette réaction 

catalytique est permise grâce à la présence d’oxygène dans la cavité centrale de la FTN et 

conduit à la formation de fer ferrique et de peroxyde. Ce dernier est rapidement converti en 

peroxyde d’hydrogène H2O2. Le fer oxydé produit rentre rapidement à l’intérieur de la cavité 

pour y être stocké de manière réversible. Le peroxyde d’hydrogène n’induit pas la formation de 

radicaux libres car il est utilisé rapidement in loco au niveau de son site de production pour 

l’oxydation de nouvelles molécules de fer158. Le fer stocké dans la ferritine peut être rapidement 

libéré en fonction des besoins de la cellule par protéolyse lysosomale lors du processus de 

ferritinophagie.  

Une déficience totale de la sous-unité H de la ferritine est létale à l’état embryonnaire, tandis 

que son inactivation conditionnelle dans le foie et la rate conduit à une surcharge en fer et une 

sensibilité accrue au stress oxydant s’accompagnant de dommages hépatiques sévères chez la 

souris adulte161. En revanche, un défaut de synthèse de la sous-unité L provoque une 

dérégulation de l’homéostasie du fer systémique avec une augmentation importante du taux 

d’homodimère FTH/FTH162 sans signe notable de neurodégénérescence163. Dans ce modèle, 

l’expression seule de FTH n’est pas suffisante pour garantir la survie des souris en raison de la 

réduction importante de la biodisponibilité cellulaire du fer qu’elle engendre162,163. Par 

conséquent, la présence d’un certain degré de complémentarité entre les deux sous-unités est 

nécessaire pour garantir les fonctions de stockage du fer et de protection contre la production 

de réactifs de l’oxygène exercée par la ferritine.   

b. L’apport du fer à la mitochondrie 

La mitochondrie reçoit le fer dont elle a besoin pour son métabolisme soit directement de 

l’endosome via l’internalisation du complexe Tf-TfR1, soit du LIP présent dans le cytosol. 
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L’étude des cellules érythrocytaires laisse penser que l’endosome contenant de la Tf pourrait 

entrer en contact avec la mitochondrie par des interactions transitoires avec le TfR1164,165. Ce 

système évite ainsi la libération du fer dans le cytoplasme en facilitant le transfert direct du fer 

de l’endosome à la mitochondrie. Pour atteindre son site d’utilisation, la matrice 

mitochondriale, le fer doit traverser la membrane de l’endosome ainsi que les deux membranes 

de la mitochondrie. Le passage du fer au travers de l’endosome est possible grâce à DMT1166. 

La présence de ce transporteur permettrait également la traversée du fer au niveau de la 

membrane externe de la mitochondrie. Une autre hypothèse est la présence de canaux 

anioniques voltage-dépendants (VDAC), permettant le passage de nombreux solutés tels que le 

calcium et le magnésium, pour favoriser la traversée du fer. En revanche, le passage de la 

membrane interne de la mitochondrie est bien décrit et il fait intervenir les transporteurs 

mitoferrines 1 et 2 (Mfrn 1-2)167. La Mfrn 2 est exprimée à des taux faibles de manière 

ubiquitaire tandis que la Mfrn 1 est majoritairement présente dans les cellules érythroïdes. La 

délétion des orthologues levures des mitoferrines, MRS3 et MRS4, conduit à un défaut de 

l’homéostasie du fer s’accompagnant d’une diminution de la biogenèse des centres Fe-S167. 

Chez la souris, l’inactivation de la Mfrn provoque une réduction sévère de la synthèse de 

l’hème167. Ces éléments mettent en évidence le rôle primordial des mitoferrines dans 

l’absorption du fer mitochondrial pour garantir les trois fonctions essentielles de la 

mitochondrie : la biogenèse des ISC, la synthèse de l’hème et le stockage du fer, qui sont 

également affectées lors d’une diminution en frataxine168,169.  

Le fer peut être stocké dans la mitochondrie par sa séquestration dans la ferritine mitochondriale 

(FTMT). Ce stockage empêche l’activation de réactions d’oxydo-réductions générées par le fer 

libre. Cependant la ferritine mitochondriale n’est pas exprimée dans tous les tissus. On la 

retrouve majoritairement dans le cerveau, le cœur, les reins, et les muscles lisses mais 

absolument pas dans le foie170. Ces données laissent penser qu’outre son rôle majeur dans la 

régulation du fer mitochondrial, la FTMT a surtout une capacité de mito-protection contre les 

dommages oxydatifs158.  Même si la délétion totale du gène de la FTMT ne conduit pas à un 

phénotype évident chez la souris158, sa surexpression importante dans des maladies 

neurodégénératives telles que l’AF mais également la maladie d’Alzheimer a un effet notable 

dans la prévention des dommages oxydatifs dans les neurones dopaminergiques171. 
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c. L’export du fer 

L’utilisation du fer dans la cellule est finement régulée. Le fer excédentaire peut être exporté 

grâce au transporteur membranaire, la ferroportine (FPN) présente à la surface cellulaire grâce 

à ses 12 segments transmembranaires. Une fois dans le milieu extracellulaire ou dans la 

circulation sanguine, le fer libéré va être oxydé par des ferroxidases (céruloplasmine, 

héphaestine, ..) avant d’être incorporé à des protéines de transports (Figure 13).  

La ferroportine est fortement exprimée dans les cellules jouant un rôle prépondérant dans 

l’homéostasie du fer tels que les entérocytes, les macrophages, les hépatocytes ainsi que les 

cellules du placenta172. Les souris présentant une délétion homozygote du gène FPN sont 

incapables d’achever leur développement embryonnaire. Une inactivation conditionnelle de 

FPN conduit à l’apparition d’une anémie sévère, démontrant le rôle essentiel de la ferroportine 

dans la libération du fer dans l’organisme pour les besoins tissulaires. De plus, une déficience 

en fer affecte l’expression de ferroportine en diminuant sa quantité de transcrits172, démontrant 

que cet acteur est régulée par le fer via un mécanisme post-transcriptionnel.  

5. La régulation de l’homéostasie du fer cellulaire 

a. La régulation post-transcriptionnelle par les IRPs 

En raison de sa toxicité accrue, la présence de fer intracellulaire est finement régulée au niveau 

post-transcriptionnel par des protéines régulatrices qui dépendent de la concentration en fer. 

Les protéines régulatrices du fer 1 et 2 (IRP1-2 pour Iron regulary proteins) régulent 

l’expression des protéines impliquées dans l’absorption, le transport, le stockage, et 

l’exportation du fer cellulaire. Ces IRP agissent comme des adaptateurs qui contrôlent le niveau 

de ces protéines en se fixant sur des éléments de réponse au fer (IRE pour Iron regulatory 

elements) présents dans les régions non codantes (UTR pour Untranslated regions) en 5’ et en 

3’ des transcrits. Les IRE sont des structures en épingle à cheveux d’environ 30 nucléotides sur 

lesquelles les IRP peuvent venir se fixer en fonction du statut en fer. La liaison d’IRP au niveau 

d’un motif IRE présent en 5’ UTR de l’ARNm conduit à sa répression traductionnelle. En effet, 

la présence de protéines régulatrices empêche le recrutement des sous-unités du ribosome sur 

le transcrit, bloquant ainsi l’étape d’initiation de la traduction de protéine responsable du 

stockage du fer, la ferritine (FTN), et de son exportation, la ferroportine (FPN). D’autres acteurs 

impliqués plus largement dans le métabolisme du fer possèdent également des éléments de 

réponses au fer dans la partie 5’ de l’UTR de transcrit participant à la synthèse de l’hème 

(l’hème synthase ou ALAS2), de l’érythropoïèse (HIF2α) et de l’aconitase mitochondriale 
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(mtAconitase ou ACO2).  En revanche, l’interaction des IRP sur la région 3’UTR de l’ARNm 

augmente leur stabilité, conduisant à une hausse de la traduction des protéines responsables de 

l’absorption du fer telles que le TfR1 et le transporteur DMT1. Par conséquent, la fixation des 

IRP à l’une ou l’autre des extrémités du transcrit induit des effets opposés sur l’expression de 

l’ARNm.  

Le niveau de fer cellulaire contrôle l’activité des IRP, qui à leur tour régulent le niveau 

d’expression des protéines de l’homéostasie du fer. Lors d’une carence en fer, les IRP possèdent 

une forte affinité de liaison pour les motifs IRE. Cette interaction IRP/IRE favorise ainsi la 

traduction des protéines permettant l’entrée du fer dans la cellule (TfR1 et DMT1) au détriment 

des protéines d’export et de stockage (FPN et FTN). La régulation de l’homéostasie du fer 

conduit ainsi à une meilleure absorption du fer pour maintenir le métabolisme cellulaire tout en 

limitant les pertes afin de prévenir toute toxicité liée à une carence en fer. En revanche, lors 

d’un excès de fer intracellulaire, l’activité des IRP est totalement désactivée par deux 

mécanismes différents. Dans un premier temps, IRP2 est polyubiquitinylée par l’action d’une 

protéine senseur du fer, FBXL5 (F-Box Leucin-rich repeat protein 5). Cette modification post-

traductionnelle conduit à sa dégradation par le protéasome. Dans un deuxième temps, l’IRP1 

va acquérir un centre Fe-S, entraînant un changement conformationnel de la protéine qui va 

devenir une aconitase (ACO1 ou aconitase cytosolique). La modification structurale engendrée 

par la liaison du centre Fe-S provoque une perte de la capacité de liaison aux IRE. Par 

conséquent, une augmentation du fer intracellulaire entraîne une diminution de l’expression des 

protéines d’absorption du fer (TfR1 et DMT1) afin de favoriser les protéines de stockage (FTN) 

et d’exportation (FPN). De cette manière, les protéines IRP veillent au maintien de 

l’homéostasie du fer pour les besoins métaboliques cellulaires, tout en limitant la production de 

substances redox actives dues à un excès de fer. 

b. La ferritinophagie 

La libération du fer contenu dans les ferritines dépend du processus de ferritinophagie. Ce 

mécanisme permet, par la dégradation des ferritines, de recycler le fer intracellulaire grâce à 

l’activité des lysosomes. Dans des cellules carencées en fer, la ferritine est ciblée par la voie de 

dégradation lysosomale via un processus impliquant une autophagie sélective. Ce processus 

catabolique est initié par la formation d’un autophagosome sous le contrôle de gènes de la 

famille ATG (autophagy-related gene). Ces gènes codent pour de nombreuses protéines 
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vésiculaires dont la protéine ATG8 qui permet le recrutement d’autres récepteurs cargos dans 

le but de séquestrer tous les éléments nécessaires au sein de la vésicule.  

La ferritine est tout d’abord recrutée par la protéine de co-activation du récepteur nucléaire 4 

(NCOA4) dans les autophagosomes. L’extrémité C-terminale de NCOA4 est capable 

d’interagir directement avec la sous-unité H de la ferritine pour l’adresser au lysosome et 

permettre sa dégradation. Ce domaine de NCOA4 est également un lieu reconnu par l’ubiquitine 

ligase HERC2 qui provoque sa polyubiquitinisation et donc sa dégradation par le protéasome 

en cas d’excès de fer. NCOA4 agit ainsi comme un capteur du fer qui se lie à la ferritine en cas 

de carence. Ce système peut être considéré comme un deuxième niveau de régulation de la 

concentration en fer intracellulaire après le mécanisme IRP/IRE.   

Au sein des lysosomes, la ferritine est dégradée par les hydrolases lysosomales et le noyau de 

fer est libéré. Ce phénomène est favorisé par la répulsion des sous-unités du polymère FTH/FTL 

à un faible pH. Les conditions de réduction du noyau de fer, de sa solubilisation et de son 

transport dans le cytosol restent encore à clarifier. Plusieurs hypothèses laissent penser que ces 

processus sont semblables à ceux rencontrés dans l’endosome avec la participation des 

protéines Steap et de DMT1. En raison de l’environnement acide, le fer présent dans le 

lysosome est principalement sous sa forme ferreuse Fe2+, pouvant potentiellement induire des 

composés réactifs de l’oxygène.  

c. Les autres protéines pouvant être régulées par le fer 

La régulation de l’expression de certains transporteurs du fer de la voie NTBI tels que les 

protéines ZIP (ZIP8 et ZIP14) semble différer de celles des transporteurs classiques de la voie 

TBI (TfR1). La quantité et la stabilité des transcrits ZIP8 et ZIP14 ne sont pas affectées par le 

statut en fer contrairement au niveau d’expression des protéines. En effet, la quantité de 

protéines ZIP est positivement corrélée à la concentration en fer144, laissant entrevoir la 

présence d’une régulation traductionnelle ou post-traductionnelle dépendant du statut en fer. 

d. Un second niveau de régulation du TfR1 

Le TfR1 pourrait être sujet à un processus d’endocytose constitutif indépendant de tout stimulus 

externe. Cependant, ce récepteur est sujet à plusieurs modifications post-traductionnelles 

pouvant affecter son activité ou ses capacités de liaison à la Tf. L’absence de glycosylation du 

TfR1 ne permet pas de détecter des formes dimériques du récepteur obtenues à partir de 

l’établissement de ponts disulfures134. L’absence de glycosylation de résidus asparagine sur la 
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surface extracellulaire du récepteur conduit à une altération du transport du TfR1 à la surface 

cellulaire et une faible capacité de la liaison à la Tf 134. Dans la partie intracellulaire, le TfR1 

peut subir des phosphorylations et des palmitoylations (ou acylations). Des modifications de 

phosphorylations ne provoquent aucun changement d’activité du TfR1131. En revanche, un 

défaut d’acylation augmente la concentration de TfR1 dimérique à la surface cellulaire ainsi 

que son internalisation se traduisant par une hausse de l’absorption du fer cellulaire132. La 

stearolyation du TfR1 inhibe des cascades de signalisation intracellulaire promouvant la fusion 

des mitochondries165. La morphologie de la mitochondrie est ainsi dépendante de l’état de 

stearoylation du TfR1, laissant entrevoir la possibilité d’une interaction entre ces deux éléments. 

Par conséquent, l’ajout de groupements prosthétiques réversibles module la fonction du TfR1 

et peut affecter le contenu en fer intracellulaire de manière indépendante de son statut.  

III.Les modèles de l’ataxie de Friedreich 

1. Les modèles murins 

a. Les souris à délétion conditionnelle de FXN 

Chez la souris, une absence totale d’expression de FXN est létale au stade embryonnaire à partir 

d’environ six jours en raison d’un arrêt du développement et d’une apoptose importante36. De 

plus, la suppression complète de FXN dans des cellules en prolifération est également  létale173. 

Dans ce contexte, les premiers modèles murins viables ont été générés par approche 

conditionnelle en utilisant le système Cre-LoxP permettant d’aboutir à une délétion exonique 

dans un tissu précis de manière inductible. Ces modèles conditionnels ne présentent aucune 

expression de FXN spécifiquement dans les muscles cardiaques et squelettiques (MCK, muscle 

creatine kinase)90 ou dans les neurones (NSE, neuron specific enolase90, Prp-CreER109). 

Ensembles, ils permettent de reproduire les principales caractéristiques de l’AF dont 

notamment une cardiomyopathie hypertrophique ainsi qu’une ataxie spinocérébelleuse et 

sensitive. Néanmoins, il est important de considérer que l’étude de ces souris conditionnelles 

fait référence à une perte totale de FXN dans les tissus considérés. Or, jusqu’à présent, aucun 

patient atteint d’AF ne présente une absence complète de frataxine, qui reste à l’état résiduel 

dans l’organisme.   

Les analyses moléculaires du modèle MCK ont mis en évidence un déficit de la biogenèse des 

centres Fe-S précédant une accumulation de fer mitochondriale et les premiers signes de 

dysfonctionnement cardiaque90. Bien qu’aucune production anormale d’espèces réactives de 

l’oxygène n’ait été rapportée90, une seconde étude a révélé l’induction de réponses intégrées au 
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stress (ISR) consécutive aux perturbations des processus anaboliques mitochondriaux (synthèse 

de l’hème et des ISC)174. L’activation de l’ISR favorise l’expression d’un ensemble de 

marqueurs d’autophagie et d’apoptose jouant un rôle prépondérant dans la fibrose et la 

dégénérescence des cardiomyocytes. Même si l’accumulation de fer apparaît comme la 

première manifestation histologique observable (entre 5 à 10 semaines de vie), il est admis que 

les altérations moléculaires s’établissent dès les premiers jours de vie conduisant à un ensemble 

de dysfonctionnements métaboliques et des réponses apoptotiques exagérées plusieurs 

semaines plus tard174.  

Les études menées sur le modèle murin conditionnel spécifique du cœur ont montré une 

augmentation anormale des taux de fer dans d’autres organes que le tissu cardiaque. Malgré 

une quantité de frataxine normale dans les tissus non musculaires, une hausse de la charge de 

fer a été détectée dans le foie, les reins et la rate169. Ce phénomène pourrait résulter d’une 

altération du métabolisme systémique du fer impliquant l’hepcidine qui est orchestrée par une 

absence d’expression de FXN dans le cœur et les muscles squelettiques. Néanmoins, les patients 

présentant des accumulations de fer restreintes au cœur et au cerveau, il semblerait que ce 

processus ne soit pas transposable à l’homme dans un contexte de présence de frataxine 

résiduelle.  

De plus, le fer serait principalement lié à la ferritine dans ces tissus non musculaires. En 

revanche, des agrégats de fer mitochondriaux indépendant de la ferritine ont été retrouvés dans 

le cœur de souris MCK169. Dans ce sens, il apparaît que le tissu cardiaque présente une altération 

de l’homéostasie du fer cellulaire nettement plus prononcée que les autres tissus en raison de 

l’absence de frataxine. Ce dysfonctionnement passe notamment par une augmentation des 

protéines d’entrées du fer dans la cellule (TfR1) et la mitochondrie (MFRN2) au détriment des 

protéines d’export telles que la ferroportine (FPN)168. Une diminution des taux de ferritine a 

également été rapportée, ce qui pourrait expliquer la réduction de l’incorporation du fer à cette 

protéine. Cependant, un excès de fer non lié à la ferritine (FTN) peut être toxique pour la 

cellule ; c’est pourquoi le mécanisme de régulation post-transcriptionnelle de l’homéostasie du 

fer par les IRP s’active pour limiter l’absorption du fer et favoriser son stockage. Les IRP 

semblent maintenir une forte capacité de liaison des IRE malgré une surcharge en fer dans les 

cellules de patients67. Cependant, cette hausse d’activité des IRP n’est pas constante d’un tissu 

à un autre. L’IRP1 paraît augmenté dans de nombreux modèles67,175 tandis que l’IRP2 n’est pas 

affectée dans le foie176 et le cœur de modèles murins AF175. 
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Les modèles neuronaux conditionnels de FXN présentent un déficit modéré en enzyme SDH 

(succinate déshydrogénase), une protéine à centre Fe-S, dans le cervelet avec quelques rares 

dépôts de fer dans plusieurs zones cérébrales (dans le tronc, le cortex et la couche granulaire 

cérébelleuse) à un stade tardif de la maladie109. Ce phénomène s’accompagnant d’une 

neurodégénérescence lente et progressive, ainsi que d’une perte importante de neurones 

pouvant entraver les observations effectuées à un niveau avancé de la pathogénicité. Les études 

histologiques ont également rapporté des anomalies de la moelle épinière et des GRD avec une 

large densité de vésicules d’autophagie dans ces tissus, conformément au signe clinique de 

l’AF109.   

b. Les souris avec expansion GAA 

Une seconde approche pour contrer la létalité embryonnaire de l’absence complète de FXN 

consistait à générer des souris transgéniques contenant la séquence FXN humaine avec des 

expansions GAA dans un fond génétique murin. Cette méthode a l’avantage de conduire à la 

production d’une quantité résiduelle de frataxine, comme observé chez les patients AF, plutôt 

que d’introduire un déficit complet et soudain de l’expression de FXN déclenchée par 

l’approche conditionnelle. Les modèles de souris avec une expansion GAA ont été générés dans 

un premier temps par une approche de recombinaison homologue. Les souris homozygotes 

knock-in (KIKI) ou hétérozygotes knock-in/ knock-out (KIKO) contenant des expansions 

d’environ 200 bp montrent une expression d’environ 66 à 82% du niveau normal de frataxine 

pour les souris KIKI contre 25 à 36% pour les souris KIKO177. Les patients présentant des taux 

résiduels de frataxine de l’ordre de 5 à 30%, il n’est pas surprenant qu’aucun phénotype n’ait 

été observé dans le modèle KIKI. Cependant, les altérations cardiaques et neurologiques ne sont 

également pas présentes dans les souris KIKO.  

Dans ce contexte, une autre méthode passant par une approche transgénique d’insertion de 

chromosome artificiel de levure (YAC) contenant une expansion instable de 190 GAA dans un 

contexte génomique humain favorable a été utilisée. Le transgène inséré contient le locus FXN 

en entier avec certaines régions flanquantes y compris la séquence du gène PIP5K1B (exon 14-

16), PRKACG, et TJP2. Cette insertion complète dans des souris hétérozygotes fxn-/+ permet 

l’expression d’au moins une copie humaine de FXN ainsi que la viabilité du modèle178, 

démontrant ainsi la complémentarité de fonction entre la frataxine humaine et murine. Sur ce 

principe, deux lignées de souris transgéniques YAC (YG22 et YG8R) contenant respectivement 

au moins une expansion instable de 190 GAA ou 190 GAA/90 GAA sauvent les souris KO fxn-
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/- de la létalité embryonnaire grâce à l’expression uniquement de frataxine humaine50. Ces 

modèles provoquent une diminution d’un peu plus de 50% de frataxine et permettent de 

reproduire plusieurs caractéristiques de l’AF telles qu’une réduction des complexes I-III de la 

chaîne respiratoire, une accumulation de fer mitochondrial et une dégénérescence des cellules 

ganglionnaires de la racine dorsale50. Cependant, aucune anomalie de la fonction cardiaque n’a 

été détectée50.  

Les variations phénotypiques entre les souris KIKO et YAC pourraient s’expliquer par 

l’environnement génétique au locus FXN. En effet, dans les modèles KIKO, l’expansion GAA 

est dans un fond génétique murin tandis que pour les modèles YAC, l’environnement 

génomique humain borde l’expansion de triplets. Par conséquent, il est probable que les gènes 

avoisinants de FXN joueraient un rôle dans le déclenchement de la physiopathologie de l’AF. 

De plus, la taille maximale d’expansion insérée n’excède pas 200 GAA dans ces modèles alors 

que la moyenne d’expansion présente chez les patients se situe entre 600 et 900 GAA. Des 

tentatives d’introduction de répétitions beaucoup plus importantes ont été menées en vain, 

suggérant l’existence de possibles mécanismes endogènes qui limitent le nombre de triplets.  

2. Les autres modèles animaux 

a. Caenorhabditis elegans (C. elegans) 

Les modèles générés par l’interférence d’ARN (ARNi) de l’homologue FXN, frh-1 chez C. 

elegans ont montré des résultats fortement contradictoires conduisant à la fois à une diminution 

et à une augmentation de la durée de vie des nématodes. Les constructions d’ARNi dirigées 

contre frh-1 peuvent entraver la consommation d’oxygène due à un dysfonctionnement de la 

chaîne respiratoire provoquant une réduction de la longévité de cet eucaryote multicellulaire179. 

Cette croissance lente est associée à un comportement léthargique des animaux avec une 

sensibilité accrue au stress oxydatif. Malgré des divergences de leur durée de vie, une réponse 

altérée face aux agents oxydants semble être un point commun partagé dans ces modèles ARNi. 

La réduction de l’expression de la protéine frataxine affecte également le métabolisme des 

lipides en déclenchant des phénomènes d’autophagie mitochondriale, communément appelée 

mitophagie180. La mitophagie est une réponse cellulaire consécutive à un stress de type hypoxie 

ou à une carence en fer qui est déclenchée à la suite d’un stress mitochondrial important. Bien 

que le contenu en fer ne soit pas déterminé dans ce modèle, l’induction de la mitophagie semble 

être une réponse conservée suite à la réduction de frataxine. 
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L’augmentation de la longévité par un déficit partiel en frataxine est un effet partagé par la 

réduction de l’expression d’autres protéines mitochondriales dont notamment mev-1, codant 

pour une sous-unité du complexe II de la chaîne respiratoire. L’impact de la quantité d’ARNi 

dirigée contre mev-1 sur la durée de vie des animaux a permis de mettre en évidence un certain 

effet-dose. Effectivement, l’administration d’une faible concentration en ARNi conduit à une 

augmentation légère de la longévité des nématodes tandis qu’une faible dilution de ARNi 

provoque une baisse significative de la durée de vie179. Cette variation s’explique ainsi par les 

altérations plus ou moins importantes de la chaîne respiratoire consécutive à un déficit en mev-

1179. La transposition de ces résultats pourrait ainsi permettre d’expliquer la variabilité 

phénotypique importante présente dans les modèles ARNi frh-1. 

b. Drosophila melanogaster (D. melanogaster) 

Dans le modèle de D. melanogaster, une suppression complète de la frataxine affecte 

sérieusement la viabilité et le développement des larves qui n’atteignent pas la phase adulte. 

Une réduction de l’homologue Drosophile de la frataxine, fh1, dans les tissus musculaires et 

cardiaques en développement est également létale au stade nymphal, c’est-à-dire lors du 

passage de l’état larvaire à l’état adulte. En revanche, une diminution de son expression par 

ARNi dans certains types de neurones du système nerveux périphérique (SNP) permet le 

développement d’adultes viables mais avec une durée de vie réduite181. Malgré le caractère 

ubiquitaire de la frataxine, les différents tissus semblent avoir une sensibilité différente à son 

extinction. Le modèle de Drosophile permet ainsi d’approfondir notre compréhension de 

l’établissement de la neuropathie cellulaire dans un contexte de carence en frataxine au niveau 

notamment des motoneurones. Au stade larvaire, une perte du potentiel de membrane 

mitochondriale associée à une réduction de la production d’ATP a été détectée dans les axones 

ainsi qu’au niveau de la jonction neuromusculaire des nerfs182. Ces manifestations 

s’accompagnent d’un défaut du transport rétrograde dans les axones, conduisant au 

développement d’une neuropathie182.  

Au-delà d’un transport axonal mitochondrial défaillant, le second mécanisme possible 

d’atteinte neurologique passe par la production d’espèces réactives de l’oxygène. Néanmoins, 

l’implication du stress oxydatif dans l’émergence de la neurodégénérescence reste quelque peu 

controversée dans les modèles de Drosophiles. Aucune augmentation de la formation de ROS 

n’a été détectée dans diverses régions neuronales adultes ou à des stades larvaires. De même, 

la suppression d’enzymes antioxydantes telles que les superoxydes dismutases cytosolique 
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(SOD1) et mitochondriale (SOD2) ou la catalase (CAT) n’a aucun effet sur la 

neurodégénérescence et la létalité nymphale des clones fh1181. A l’inverse, un déficit 

conditionnel en frataxine dans les cellules gliales ou le système nerveux central (SNC) 

provoque une sensibilité accrue des mouches aux agressions oxydatives externes (hyperoxie et 

peroxyde d’hydrogène)183. L’augmentation de l’expression de la catalase mitochondriale 

permet notamment de restaurer l’activité d’enzyme mitochondriale à centre Fe-S telle que 

l’aconitase et ainsi de prolonger la durée de vie réduite des mutants183. Ces données suggèrent 

que les dommages conduisant à la dégénérescence neuronale pourraient être imputés à la 

production de ROS suite à une fonction mitochondriale défaillante dans la biogenèse des ISC.  

Cette hypothèse est soutenue par des études menées sur des lignées transgéniques UAS-Gal4 

présentant une diminution de protéine frataxine. Ces mutants se caractérisent par une 

diminution de l’activité de nombreuses protéines de la synthèse de l’hème et de la biogenèse 

des ISC, une altération de l’homéostasie du fer et une sensibilité accrue à une toxicité 

ferreuse181. Une carence en enzyme de synthèse des ISC telles que les ferrédoxines (Fdxh et 

Fdxh2) a des conséquences plus vastes sur le plan physiologique. En effet, la baisse de certaines 

hormones stéroïdes intervenant dans le processus de mue des larves, telle que l’ecdysone 

synthétisée à l’aide des ferrédoxines, conduit à des transitions défectueuses entre les stades 

larvaires et adultes.  Ces manifestations expliquent ainsi le phénotype de larve géante à longue 

durée de vie observé sur des mutants fh1. Par conséquent, une diminution de l’activité 

mitochondriale provoque ainsi une accumulation du fer notamment dans le système nerveux de 

drosophiles déficientes en fh1184 ainsi que des troubles dans l’homéostasie des lipides185.  

En effet, la perte de fonction mitochondriale s’accompagne d’un défaut du processus de β-

oxydation des acides gras, entraînant l’accumulation de certaines espèces lipidiques dont l’acide 

palmitique (C16) ainsi que la synthèse de sphingolipides185. La biogenèse des sphingolipides 

augmente l’expression de certaines enzymes telle que la sérine palmitoyltransférase (dégradant 

le palmitoyl-CoA) et de certains gènes comme Pdk1 (3-phosphoinosittide dependant protein 

kinase-1) et Mef2 (myocyte enhancer factor-2) impliqués dans un phénotype 

neurodégénératif185. Par conséquent, l’altération de l’activité mitochondriale due à un déficit en 

frataxine joue un rôle prépondérant dans la dégénérescence neuronale par une toxicité ferreuse 

associée ou non à des dommages oxydatifs. La présence d’un phénotype distinct et de la 

caractérisation des mécanismes neurodégénératifs ont permis l’utilisation de ces modèles 

Drosophile dans des essais thérapeutiques utilisant des chélateurs du fer186.  
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3. Les modèles cellulaires 

a. Bactérie et levure 

Les organismes unicellulaires ont été parmi les premiers modèles établis pour mieux 

comprendre la localisation, l’organisation et la fonction de la frataxine. Bien qu’un défaut de 

CyaY, l’homologue bactérienne de FXN, ne conduit pas à un phénotype, la caractérisation de 

cette protéine par cristallographie et RMN a permis une avancée majeure dans notre 

connaissance des variations structurales induites par les mutations ponctuelles de FXN, de ses 

possibilités d’oligomérisation ainsi que de ses interactions avec d’autres partenaires protéiques 

de la biogenèse des ISC et avec le fer. Cependant, seuls les travaux menés sur Saccharomyces 

cerevisiae ont permis d’apporter des preuves directes in vivo de l’implication de la frataxine 

dans la synthèse des centres Fe-S au sein de la mitochondrie89. En effet, les mutants de levure 

avec délétion de l’homologue frataxine, ΔYfh1, présentent un défaut de biogenèse des ISC 

occasionnant un déficit dans plusieurs enzymes à centre Fe-S dont l’aconitase ainsi que des 

protéines des complexes II-III de la chaîne respiratoire89. Yfh1 a la capacité d’interagir 

directement avec certains composants de la machinerie des ISC comme par exemple Isu1187 et 

la ferredoxine188 dans les premières étapes de formation des centres Fe-S. Un déficit en 

frataxine conduit ainsi à une diminution d’interactions avec ses partenaires et à déséquilibrer la 

machinerie d’assemblage des ISC. Tout comme les souches ΔIsu, les levures déficitaires en 

Yfh1 présentent une accumulation de fer mitochondrial associée à une sensibilité accrue aux 

radicaux libres89,189. Sa fonction de protection contre le stress oxydant n’a été découverte que 

récemment grâce à la possibilité de liaison de Yfh1 avec les superoxydes dismutases 

mitochondriale (SOD2) et cytosolique (SOD1). Ces complexes protéiques Yfh1/SOD 

permettent notamment d’augmenter l’activité enzymatique des SOD190. 

b. Cellules dérivées de patients 

Les modèles unicellulaires bactériens et de levures récapitulent de nombreux aspects 

moléculaires de l’AF. Pourtant les mécanismes de pathogenèse propres à l’homme ne peuvent 

être appréhendés que dans des lignées cellulaires dérivées de patients. Dans ce sens, de 

nombreuses études in vitro ont été et sont toujours menées sur des lymphoblastes immortalisés, 

des fibroblastes primaires ou encore des lymphocytes issus de sang périphérique de patients. 

Ces différents types cellulaires ne sont pas les cibles de la maladie et les observations réalisées 

sur ces modèles ne sont pas toujours concordantes. Bien que l’ensemble des cellules dérivées 

de patients présentent toutes des caractéristiques d’extinction génique de FXN et les mêmes 



64 

 

 

phénomènes épigénétiques à son locus, leurs propriétés phénotypiques restent variables. Un 

défaut de la biogenèse des centres Fe-S couplé à une sensibilité accrue au stress oxydant ne 

conduisent pas systématiquement à une dérégulation globale de l’homéostasie de fer dans les 

mêmes types cellulaires89,191. De plus, l’analyse de l’activité des complexes de la chaîne 

respiratoire n’a montré aucun déficit dans les fibroblastes et les lymphocytes contrairement aux 

études menées sur des biopsies cardiaques de patients AF89. Ces données suggèrent que seuls 

un certain nombre de défauts cellulaires peuvent être étudiés dans ces lignées comme par 

exemple les mécanismes physiopathologiques régissant une altération de l’homéostasie du fer. 

Néanmoins, les modèles les plus pertinents pour étudier les phénomènes de pathogénicité de 

l’AF dans leur ensemble sont les types cellulaires directement affectés par la maladie chez les 

patients, tels que les cardiomyocytes et les neurones sensitifs. Outre leurs intérêts majeurs, ces 

lignées n’en sont pas moins difficiles d’accès ; c’est pourquoi une première stratégie a été de 

manipuler des lignées cellulaires humaines ou même d’humaniser des cellules murines.  

Une diminution de l’expression de la frataxine a été réalisée dans une variété de modèle 

cellulaire (cellules immortalisées, neurones, ..) par l’administration de petits ARN non codants 

(siRNA ou shRNA)192–195 aussi bien que par l’expression inductible du système de CRISPR/Cas 

9196. Malgré les efforts mis en œuvre pour l’établissement de ces lignées, des phénotypes 

divergents ont été rapportés en raison d’une efficacité variable d’extinction de l’expression de 

la frataxine (environ 10 à 40% de la quantité de frataxine résiduelle) ainsi que de la diversité 

des caractéristiques physiologiques de chacune des lignées testées.  

Un second axe de recherche a été de développer des lignées de fibroblastes murins humanisés. 

Une absence complète de frataxine dans les cellules de souris étant létale, l’expression de 

plusieurs variants génétiques humains de FXN ont permis de mieux appréhender l’impact de 

plusieurs mutations ponctuelles (G130V, I154F et N146K) présentes chez les patients dans la 

pathogénicité de l’AF173,197. Les différentes formes mutantes ont toutes conduit à un défaut de 

biogenèse des ISC, une accumulation mitochondriale de fer ainsi qu’une sensibilité au stress 

oxydatif173,197. Cette approche a permis de mettre en évidence la sévérité phénotypique induite 

par certaines mutations par rapport à d’autre comme par exemple le variant I154F qui conduit 

à une surcharge en fer et une diminution de l’activité d’enzymes à centre Fe-S plus importante 

que la mutation G130V173.  

Enfin, une dernière stratégie de développement de nouveaux modèles cellulaires a été la 

génération de modèles cardiaques et neuronaux de cellules souches pluripotentes induites 
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(iPSC) à partir de cellules de patients AF. Cette approche expérimentale présente l’avantage de 

conserver les propriétés génétiques des cellules de patients telles que l’expansion de GAA, 

l’extinction épigénétique du locus ainsi que la diminution de l’expression de frataxine. Ces 

propriétés ont pu être étudiées avec attention dans les modèles iPSC afin d’approfondir nos 

connaissances des mécanismes d’expansion de triplets et l’impact de l’environnement 

épigénétique dans la répression transcriptionnelle de FXN198,199.  

Des cardiomyocytes dérivés de cellules iPS ont été générés avec succès jusqu’au stade 

immature et présentent une désorganisation du réseau mitochondrial ainsi qu’un déficit 

d’activité des protéines de la chaîne respiratoire caractéristique d’un défaut en frataxine200. Ces 

manifestations s’accompagnent d’une dérégulation de l’homéostasie du fer qui a été utilisée 

pour déterminer les potentielles propriétés thérapeutiques de certains chélateurs du fer et 

d’antioxydants dans l’AF200. En parallèle de ces travaux, des modèles neuronaux issus de 

l’induction de cellules souches ont été générés et présentent des signes d’altération de la 

fonction mitochondriale avec une diminution du potentiel de membrane et une dégénération 

progressive201. Cependant, ce phénotype n’a pas été retrouvé dans d’autres modèles de 

neurosphères dérivés de cellules de patients202. Ce phénomène pourrait s’expliquer par la 

caractérisation d’un très faible nombre de clones d’iPS à chaque analyse (entre un à deux 

clones) en raison de la difficulté et de la durée à obtenir ces modèles. De plus, la présence de 

gènes modificateurs ou de l’environnement épigénétique de reprogrammation des cellules 

pourraient augmenter la variabilité entre chacun des clones étudiés. Par conséquent, il semble 

important de mettre au point des méthodes de reprogrammation plus robuste pour permettre de 

générer un plus grand nombre de lignées cellulaires tout en préservant au maximum leur 

programme épigénétique.  

 

IV.Les traitements de l’ataxie de Friedreich 

La recherche de molécules thérapeutiques a considérablement progressé depuis la découverte 

de mutation à expansion de triplets dans FXN. Néanmoins, les traitements actuels ne permettent 

pas de faire régresser tous les symptômes de la maladie. Dans un premier temps, des traitements 

visant à limiter la progression des manifestations cardiaques et neurologiques ont vu le jour. 

Ces stratégies thérapeutiques proposées ont pour but de limiter la surcharge en fer dans les 

tissus, de réduire le stress oxydatif, d’améliorer la fonction mitochondriale ou d’augmenter 
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l’expression de la frataxine. Dans un second temps, des thérapies géniques et cellulaires ont 

commencé émerger ces dernières années et semblent être très prometteuses.   

1. Les chélateurs du fer 

L’AF se traduit par une dérégulation de l’homéostasie du fer qui se manifeste par une surcharge 

chronique au niveau du myocarde ainsi que du système nerveux central et périphérique. Bien 

qu’il n’ait pas été établi que l’accumulation de fer soit la cause de l’émergence de tous les 

symptômes de la maladie, sa réduction ouvrir de nouvelles voies thérapeutiques dans l’AF. Des 

premières études pilotes ont été menées avec un chélateur du fer, le défériprone, sur neuf jeunes 

patients. Le défériprone a la particularité de pouvoir passer à travers la barrière hémato-

encéphalique ainsi que les membranes cellulaires, y compris celles des mitochondries. Cette 

molécule permet ainsi de redistribuer le fer intracellulaire dans le milieu extérieur ou de 

l’éliminer. L’étude menée avec des doses de 20 à 30 mg/kg/jour a permis de diminuer 

l’accumulation de fer présente dans les noyaux dentelés de cerveaux des patients ainsi que de 

réduire la production de ROS203.  

Un second essai en double aveugle de six mois a été mis en place afin de tester trois doses de 

défériprone (20, 40 et 60 mg/kg/jour) sur une cohorte de 72 patients âgés de 7 à 35 ans204. Cette 

étude a permis de valider l’innocuité de la dose testée la plus faible. Les sujets recevant la dose 

de 20 mg/kg/jour ont montré une diminution importante de la cardiomyopathie corrélée à une 

diminution de l’infiltration de fer dans ce tissu204. En revanche, la dose de 60 mg/kg/jour a dû 

être interrompue prématurément en raison de l’aggravation de l’ataxie chez deux patients204.  

Des thérapies combinées avec des antioxydants (idébénone et/ou riboflavine) ont également été 

testées. Les résultats de la bithérapie (défériprone/idébénone) restent relativement mitigés. Bien 

qu’une réduction de l’hypertrophie cardiaque et de la quantité de fer dans le cerveau aient été 

décrites, aucune amélioration notable de l’ataxie n’a été relevée. En revanche, la trithérapie a 

dû être arrêtée chez plusieurs patients en raison de la survenue d’effets secondaires importants. 

Actuellement, le défériprone est couramment administré aux patients et permet de contrôler 

l’évolution ainsi que de réduire des symptômes cardiaques. Cependant, aucune amélioration 

des signes neurologiques n’a été mise en évidence par son utilisation sur le long terme.  

2. Les antioxydants et/ou stimulants de la biogenèse mitochondriale 

Une seconde stratégie a été développée pour essayer de palier les anomalies de la fonction 

mitochondriale résultant d’un déficit en frataxine. Dans ce sens, plusieurs antioxydants ont été 
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testés lors d’essais thérapeutiques. Parmi eux, l’idébénone, un antioxydant dérivé du 

benzoquinone, est connu pour favoriser la production d’ATP et maintenir le métabolisme 

mitochondrial.  Une étude a démontré l’intérêt de l’idébénone dans l’amélioration des signes 

cardiaques205,206. Dans les faits, les résultats sur le long terme restent modérés. Il semblerait que 

ce traitement ait surtout un impact chez les sujets présentant une hypertrophie très prononcée. 

Bien qu’une réduction de l’épaisseur ventriculaire ait été notée, aucune amélioration notable de 

la fonction cardiaque n’a été rapportée chez les patients207. Par conséquent, les bénéfices de 

l’administration d’idébénone seule restent incertains.  

Le coenzyme Q10 (CoQ10), un analogue structural de l’idébénone, est une petite molécule 

lipophile qui assure le transport d’électrons des complexes I et II de la chaîne respiratoire au 

complexe III. Le CoQ10 a également des propriétés antioxydantes. Son utilisation couplée à de 

la vitamine E a permis d’augmenter la production d’ATP mitochondrial dans les muscles 

squelettiques de patients permettant d’améliorer la fonction énergétique dans ces tissus ainsi 

que dans le coeur208. Néanmoins, l’administration de CoQ10 et de vitamine E ou d’idébénone 

n’a montré aucune amélioration significative de la fonction neurologique chez les patients209,210. 

Bien que ces antioxydants n’aient pas d’effets notables majeurs, ils restent régulièrement pris 

par environ la moitié des patients grâce à leur facilité d’accès et leurs faibles effets secondaires.  

Dans ce sens, les propriétés thérapeutiques d’un grand nombre d’autres antioxydants ont été 

testées chez les patients AF ; c’est le cas notamment de la molécule A0001, chimiquement très 

proche de l’ibédénone et du CoQ10, mais beaucoup plus puissante. L’EPI-743, très proche de 

l’A0001 d’un point de vue structural, est connu pour prévenir le stress oxydatif tout en 

favorisant les fonctions mitochondriales. Ces traitements semblent relativement bien tolérés211 

et présentent des améliorations significatives pour quelques sous-groupes de patients212. 

Cependant, la baisse de la progression des signes neurologiques reste limitée à une minorité de 

sujets. 

L’activité des antioxydants est souvent favorisée par l’administration de vitamines. Des 

associations antioxydant/vitamine ont ainsi été testées sans pour autant donner des résultats 

prometteurs. La vitamine B1 (thiamine) a également fait l’objet d’un essai clinique du fait de 

ses propriétés neuroprotectrice. Des doses de 100 mg de thiamine à raison d’une à deux fois par 

semaine permettent d’améliorer la fonction neurologique des patients, de retrouver des réflexes 

tendineux quasi-normaux, ainsi que de limiter le taux de morbidité213.  
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La mitochondrie a un rôle majeur dans la β-oxydation et la synthèse des acides gras qui se 

retrouvent altérés dans plusieurs modèles AF. Diverses molécules impliquées dans ces voies de 

biogenèse ont été proposées pour avoir des effets potentiellement thérapeutiques dans l’AF. Le 

RT001, un acide gras synthétique doté de propriétés antioxydantes, ainsi que la L-carnitine et 

la créatine, impliquées dans le transport des acides gras dans la mitochondrie, ont été très bien 

tolérées chez les patients. Bien que les résultats finaux de l’étude de RT001 n’aient pas été 

publiés, les administrations de L-carnitine ou de créatine n’ont pas montré d’amélioration 

majeure des signes neurologiques214. 

3. La surexpression de la frataxine 

Un troisième axe de recherche de molécule thérapeutique vise à cibler la cause principale à 

l’origine de la maladie, à savoir le déficit en frataxine. Dans ce contexte, des molécules 

permettant d’augmenter l’expression du transcrit et de la protéine ont été étudiées avec 

attention. 

c. L’érythropoïétine (EPO) 

L’EPO est une hormone endogène sécrétée par les reins qui stimule la production de globules 

rouges. Cette molécule a reçu une attention particulière en raison de ses propriétés cardio et 

neuroprotectrices. L’administration d’érythropoïétine recombinante humaine (rhuEPO) permet 

d’augmenter l’expression de la frataxine dans les cardiomyocytes et les cellules neuronales de 

modèle murin191 ainsi que dans les lymphocytes de patients215.  De plus, des éléments en faveur 

d’une réduction du stress oxydant ont été rapportés215. Cependant, aucune amélioration 

significative neurologique n’a été détectée après huit semaines de traitement (2000 UI trois 

fois/semaine) alors que quelques effets secondaires au niveau de l’hématocrite se sont fait 

ressentir chez plusieurs sujets. Un second essai a mis en évidence une bonne tolérance du 

traitement (de 20 000 à 40 000 UI toutes les trois semaines) mais sans aucune différence notable 

sur le niveau de l’expression de frataxine216. Par conséquent, les études sur l’effet de l’EPO 

semblent contradictoires d’autant plus que les effets secondaires sur le long terme ne sont pas 

anodins car ils peuvent engendrer de graves problèmes cardiovasculaires en raison de 

l’augmentation du nombre de globules rouges.   

d. Les inhibiteurs d’histones désacétylases (HDAC) 

L’expansion intronique de GAA dans le gène FXN promeut la méthylation de l’ADN au niveau 

du locus ainsi que la désacétylation des histones. Ce phénomène d’hétérochromatinisation 
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conduit à sa répression transcriptionnelle. Dans ce sens, des inhibiteurs des histones 

désacétylases (HDAC) pourraient avoir un effet bénéfique en rétablissant l’expression de FXN. 

Les HDAC et le RG2833, un inhibiteur synthétique de HDAC, ont tout d’abord été testés dans 

des modèles murins et ils se sont révélés prometteurs. En effet, une nette augmentation du taux 

de frataxine a été détectée dans le cœur et le système nerveux217 associée à une amélioration de 

la locomotion des souris218,219. A l’issue de ces essais favorables, une étude de phase I a été 

menée sur quatre cohortes différentes de patients recevant des doses s’étendant de 30 à 240 

mg/jour de RG2833. Les premiers résultats de cette étude étaient très concluants avec une 

augmentation de taux de transcrit FXN et de l’acétylation des histones H3 dans les cellules 

sanguines de patients. En revanche, la dégradation du RG2833 en un métabolite intermédiaire 

conduit à un déséquilibre de la fonction ventriculaire cardiaque218. Cet effet secondaire a donc 

fortement limité son utilisation. 

e. L’interféron gamma 

L’interféron γ est une petite cytokine qui joue un rôle primordial dans le système immunitaire. 

Pour des raisons encore inconnues, l’utilisation de cette molécule a permis d’augmenter le 

niveau d’expression de frataxine dans différents types de cultures cellulaires de patients AF220. 

Ce traitement a des effets positifs sur le niveau de frataxine dans les cellules du GRD de souris 

en promouvant son expression et ainsi en prévenant l’apparition de dysfonctionnements 

neurologiques220. Plusieurs essais de phases I, II et III chez des patients AF ont eu des effets 

modestes sur le niveau d’expression de FXN, sans révéler de bénéfice notable sur les 

symptômes neurologiques221,222.  

 

4. La thérapie génique et cellulaire 

La thérapie cellulaire repose sur la transplantation de cellules saines dans le but de remplacer 

les cellules atteintes par la pathologie. En général, cette approche utilise des cellules souches 

hématopoïétiques (CSH) d’un donneur sain qui sont ensuite greffées à un malade HLA (pour 

human leukocyte antigen) compatible. Dans ce contexte, une transplantation de CSH murines a 

été réalisée sur des souris YG8R développant des signes moteurs de l’AF223. Une restauration 

partielle de la quantité de transcrits FXN a été décrite dans le cerveau, le cœur et les muscles 

squelettiques en lien avec une augmentation d’autres protéines mitochondriales (Cox8) dans 

tous ces tissus223. D’un point de vue biologique, l’augmentation du niveau de frataxine résulte 

du transfert physique de mitochondries issues des macrophages sains vers les cellules de l’hôte 
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atteintes par l’AF, dont notamment les neurones et les myocytes, grâce à la création de 

nanotubes à effet tunnel (TNT)223. Cet apport de mitochondries fonctionnelles permet de limiter 

le déficit locomoteur,  la neurodégénérescence des neurones, l’atrophie musculaire et de réduire 

les dépôts de fer dans le cœur223. La thérapie cellulaire pourrait constituer une alternative aux 

traitements actuels mais cette technique de transfert mitochondrial reste encore à tester sur des 

cellules humaines. 

La thérapie génique est une approche qui vise à remplacer le gène FXN muté par le gène sain, 

offrant ainsi une opportunité de traitement curatif dans l’AF. Cette technique se base sur la 

capacité des adénovirus à introduire leur propre ADN dans les cellules de l’hôte. Dans ce sens, 

l’insertion d’une copie de la séquence de référence du gène FXN dans un vecteur d’un 

adénovirus (AAV) pourrait constituer une voie thérapeutique pour remplacer le gène déficient 

par sa copie fonctionnelle. Les premiers essais de thérapie génique ont vu le jour sur des 

modèles murins reproduisant les symptômes cardiaques ou neurologiques de l’AF224,225. 

L’administration d’AAV par injection intraveineuse ou intracérébrale permet de rétablir le 

niveau d’expression de frataxine dans le tissu cardiaque et le cerveau224,225. Ce traitement 

permet également de prévenir le développement d’une cardiomyopathie mais aussi de la 

corriger quand les AAV sont administrés après le début des premiers symptômes225.  Sur le 

modèle neurologique murin, l’injection intraveineuse empêche totalement l’apparition d’une 

neuropathie sensitive224. Quand l’administration d’AAV combine les voies intraveineuse et 

intracérébrale, les troubles comportementaux des souris sont rapidement et entièrement abolis 

en quelques jours224. Ainsi la thérapie génique représente une approche de choix pour le 

traitement de l’AF. Néanmoins, les problèmes de délivrance du virus ainsi que son caractère 

d’immunogénicité soulèvent des problèmes de sécurité qui limite sérieusement son utilisation. 

Des études doivent encore être menées dans ce sens avant de pouvoir passer à des essais 

cliniques chez l’homme.  
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Projet de thèse 
 

L’identification du gène FXN responsable de l’ataxie de Friedreich (AF) a permis une 

meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques et a ouvert la voie vers de 

nouveaux traitements thérapeutiques. Malgré le contrôle de la cardiomyopathie, les patients 

continuent à souffrir de symptômes neurologiques sévères. Dans ce contexte, il semble 

important de continuer nos efforts dans l’identification des processus clés régissant l’apparition 

des signes cliniques.  

Un premier axe de recherche a été d’approfondir le rôle de l’homéostasie du fer dans un 

contexte de déficit en frataxine et en pip5k1β. Ce projet passe par une meilleure caractérisation 

de l’ensemble des protéines majeures impliquées dans cette voie métabolique, de leurs 

mécanismes de régulation ainsi que de leurs impacts respectifs dans la surcharge en fer en 

utilisant des cultures primaires de fibroblastes de cinq patients présentant une expansion 

biallélique de GAA dans FXN. Les rôles de la voie TBI et NTBI dans l’entrée du fer ont été 

étudiés afin d’appréhender leurs impacts respectifs dans l’accumulation de fer. Des approches 

cinétiques ont été mises en œuvre pour analyser les mécanismes d’endocytose et de recyclage 

du récepteur TfR1 dans le but d’établir son impact dans le cycle d’assimilation du fer. Cette 

étude s’est également attachée à analyser la régulation post-transcriptionnelle de l’homéostasie 

du fer ainsi que la modification post-traductionnelle du TfR1 par palmitoylation afin de mieux 

comprendre la fonction des mécanismes de contrôle dans la surcharge en fer intracellulaire. 

Le second objectif de mes travaux de recherche a été d’essayer de distinguer le rôle 

respectif de la frataxine et de pip5k1β dans la surcharge en fer. En effet, l’expansion de triplets 

conduit à une extinction en cis du gène PIP5K1B, codant pour la protéine pip5k1β61. Cette 

kinase assure la synthèse de phosphatidylinositol (PI4,5P2) jouant un rôle prépondérant dans 

les processus d’endocytose et de recyclage de récepteur membranaire. Outre un déficit en 

frataxine, une diminution de PIP5K1B pourrait également contribuer à l’émergence des 

mécanismes physiopathologiques de la maladie. Dans ce sens, une extinction transitoire ou 

stable de FXN et/ou PIP5K1B par l’utilisation de petits ARN non codants (siRNA ou shRNA) 

a été menée. La validité de ces lignées cellulaires a tout d’abord été établie avant de les 

caractériser au niveau de l’homéostasie du fer sur la base des travaux réalisés sur les fibroblastes 

de patients AF.  
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 Le troisième but de cette étude est d’essayer de cibler certains axes de dérégulation 

régissant la surcharge en fer dans les fibroblastes de patients dans le but d’établir de nouvelles 

pistes thérapeutiques. La première partie de ma thèse ayant mis en évidence un 

dysfonctionnement de l’import du fer et de certaines voies de régulation, la recherche de 

molécules ciblant ces éléments a été réalisée. Des travaux précédemment réalisés au sein du 

laboratoire couplé aux résultats de la caractérisation des fibroblastes de patients AF ont permis 

d’identifier trois molécules potentiellement thérapeutiques. Ces agents ont été testés avec 

succès dans des cellules en culture. 

 D’autre part, la frataxine ayant un rôle primordial dans la biogenèse des centres Fe-S au 

sein de la mitochondrie et de l’homéostasie du fer, une partie de mes travaux de recherche s’est 

attelée à mieux appréhender l’impact de différents déficits en protéines impliquées dans des 

étapes clés de la synthèse des ISC. Dans ce contexte, l’analyse de plusieurs composants de 

l’homéostasie du fer a été réalisée dans des fibroblastes de patients présentant des mutations 

dans les gènes codants pour des protéines d’assemblage des centres [2Fe-2S] (FDXR), des 

centres [4Fe-4S] (IBA57) ou de leurs insertions aux apoprotéines réceptrices (NFU1 et 

NUBPL). 

 Enfin, un projet transversal portant sur l’étude de nouveaux gènes et leurs conséquences 

physiopathologiques sur l’homéostasie du fer dans des neurodégénérescences avec 

accumulation de fer dans le cerveau (NBIA) a également été mené au sein de mon laboratoire 

d’accueil. Ma collaboration sur une partie de ce projet m’a permis d’étendre le spectre de mes 

connaissances les mécanismes impliqués dans une surcharge en fer cellulaire et leurs impacts 

physiologiques chez les patients.  
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Patients 

Des biopsies cutanées de patients présentant des mutations dans des gènes impliqués dans la 

biogenèse des ISC (FXN, FDXR, IBA57, NFU1 et NUBPL) ont été réalisées conformément aux 

mesures éthiques et après accord des intéressés. Les patients FDXR (FDXR 1-3) présentent une 

atrophie optique et auditive associées à des mutations dans la séquence du gène FDXR. Le 

patient FDXR 1 est hétérozygote composite avec la variation c916C>T (p.Arg306Cys) sur un 

allèle et la mutation c.1255C>T (p.Gln419*) sur le second, tandis que le patient FDXR 2 

présente une mutation homozygote faux sens c.916C>T. En revanche, le patient FDXR 3 

possède une mutation intronique à l’état hétérozygote c.600+1G>T. Le sujet IBA57 possède 

deux mutations faux sens à l’état hétérozygote composite : c.335T>G (p.Leu112Trp) et 

c.437G>C (p.Arg146Pro). Le patient NFU1 présente une variation homozygote faux sens 

c.179T>G (p.Phe60Cys) tandis que le sujet NUBPL est hétérozygote composite avec la 

variation c.205-206delGT, laissant apparaître un codon stop prématuré (p.Val69Tyrfs*80) sur 

un allèle, et la mutation c.815-27T>C créant un site d’épissage ainsi qu’un décalage du cadre 

de lecture (p.Asp273Glnfs*32).  

Les patients AF présentent tous une expansion de triplets GAA dans le premier intron du gène 

FXN (Tableau 2). Les analyses réalisées durant cette étude se sont portées sur la caractérisation 

de cultures primaires de fibroblastes obtenues par biopsies cutanées des patients P1 à P5 ou sur 

les cellules sanguines circulantes (PBMC) (pour les patients de P6 à P16 ainsi que P1).  

Tableau 2 : Listes des tailles d'expansion GAA des patients AF 

Patient AF Taille de l’expansion (kb) 

P1 2,1 et 2,1 kb 

P2 3,0 et 3,6 kb 

P3 2,1 et 2,7 kb 

P4 2,4 et 2,4 kb 

P5 Non communiqué (CHU de Strasbourg) 

P6 2,1 et 2,4 kb 

P7 2,2 et 2,8 kb 

P8 2,4 et 2,7 kb 

P9 1,5 et 2,4 kb 

P10 2,5 et 3,0 kb 

P11 1,7 et 1,9 kb 
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P12 2,8 et 2,8 kb 

P13 2,9 et 3,4 kb 

P14 2,5 et 2,5 kb 

P15 2,6 et 2,6 kb 

P16 2,5 et 2,5 kb 

 

Culture cellulaire 

Les lignées primaires de fibroblastes de patients, les cellules humaines immortalisées de type 

HEK 293 FT (Human Embryonic Kidney 293 Fast Transfection) ou de cancer du col de l’utérus 

(HeLa) ainsi que les cellules sanguines mononuclées périphériques (PBMC) sont cultivées dans 

du DMEM (Dulbecco’s Minimal Eagle Medium, Life Technologies) contenant 4,5 g/L de D-

glucose, 110 mg/L pyruvate de sodium, 10% de sérum de vœu fœtal (FBS – Life Technologies), 

200 U/mL de pénicilline et 200 U/mL streptomycine (Life Technologies). Les cellules sont 

incubées à 37°C en atmosphère humide sous 5% de CO2 jusqu’à 80% de confluence.  

Pour l’étude de l’homéostasie du fer, les boîtes de culture sont préalablement traitées au 

collagène (collagen I Rat Tail, Life Technologies) afin de maximiser l’adhésion des cellules 

HEK. Les cellules sont cultivées : i) dans un milieu standard (DMEM avec FBS et 

antibiotiques), ou ii) en milieu pauvre en fer (DMEM avec antibiotiques et sans FBS), ou iii) 

en milieu riche en fer (DMEM avec 13 mM d’holo-Tf ou 100 µM de citrate d’ammonium de 

fer (FAC) et des antibiotiques, mais sans FBS) durant 72 h en atmosphère contrôlée pour des 

lignées primaires ou 48 h pour des cellules immortalisées.  

 

Extinction des gènes 

FXN et/ou PIP5K1B ont été éteints par l’utilisation d’un ensemble de quatre petits siRNA non-

spécifiques (On-Target plus Non-targetting pool, Dharmacon) ou spécifiquement dirigés contre 

FXN ou PIP5K1B (On-Target plus SMART pool siRNA Human FXN ou On-Target plus 

SMART pool siRNA Human PIP5K1B, Dharmacon). Les cellules HEK à 80% de confluence 

ont été transfectées avec 50 nM de pool de siRNA à l’aide de l’agent transfectant (Dharmafect 

transfection reagent 1, Dharmacon) dans un milieu DMEM dépourvu d’antibiotiques. 

L’efficacité de transfection est estimée selon le contrôle de transfection SIGLO (Dharmacon) 

au microscope 48 h post-transfection. Les cellules transfectées sont incubées 48 h en 

atmosphère contrôlée avant étude de l’homéostasie du fer.  
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Une extinction stable par des shRNA spécifiques (human shFXN TRCN0000006138 et/ou 

shPIP5K1B TRCN0000037861, Sigma) ou non (pLKO.1-Puro Non-Target control, Sigma) a 

été réalisée sur des cellules HeLa à 80% de confluence. L’établissement des lignées est passé 

par une sélection monoclonale de chacun des clones dans un milieu sélectif contenant 3 µg/mL 

de puromycine (LifeTechnologie) sur une durée de trois semaines.  

Extraction d’ARN et qRT-PCR 

Les ARN totaux sont extraits de culots cellulaires (107 cellules) grâce au kit RNeasy Mini Kit 

(Qiagen) à l’aide de 600 µL de tampon de lyse (RPL buffer, Qiagen) et repris dans 25 µL d’eau. 

La concentration et la pureté des ARN sont estimées par dosage au spectrophotomètre 

(NanoDrop 8000, Thermo). Une étape de digestion de l’ADN résiduel est réalisée par un 

traitement à la DNAse grâce au kit TURBO DNA-free (Qiagen). La réaction de transcription 

inverse (RT) est réalisée à partir de 200 à 400 ng d’ARN totaux grâce au kit High-Capacity 

RNA-to cDNA (Thermo) selon les recommandations du fournisseur. Les transcrits FXN, 

PIP5K1B, TFRC et FTH sont quantifiés par la technologie de digital droplet PCR (ddPCR, Bio-

Rad) dans le supermix 1X (ddPCR Supermix for probes with no dUTP, Bio-Rad) contenant 900 

nM de sonde FAM spécifique du transcrit étudié et 900 nM de sonde HEX de β-glucoronidase 

(GusB). La ddPCR passe par la génération de gouttelettes réalisées dans une cartouche (Bio-

rad) à partir de 20 µL de mix de PCR et 70 µL d’huile de génération (Droplet generator oil, 

Bio-rad) grâce au générateur de gouttelettes QX200. L’amplification est réalisée sur plaque 96 

puits dans le thermocycleur C100 TouchTM selon les recommandations du fournisseur. 

L’acquisition des données est permise grâce au lecteur QX200 (Bio-rad). L’analyse des données 

s’effectue à l’aide du logiciel QuantasoftTM conformément aux conseils du fabriquant. La 

quantité d’ADN complémentaire (ADNc) et le seuil de détection de la PCR sont ajustés en 

fonction des transcrits étudiés. Les quantités d’ARNm sont normalisées par le taux de transcrits 

GusB dont l’expression est ubiquitaire.  

 

Analyse de l’expression des protéines 

Le tapis cellulaire est lavé deux fois avec une solution de PBS (Phosphate Buffer Saline, pH 

7,4, Life) avant lyse des cellules dans du tampon de lyse 1X (100 nM Tris-HCl (pH 8,3), 600 

mM NaCl, 1% Nonidet P-40 Substitute (Biochemiker), 20 mM MgCl2, cocktail d’inhibiteur de 

protéase 1X sans EDTA (Sigma)). Les protéines totales sont extraites par centrifugation des 

produits de lyse et quantifiées par la méthode de Bradford (Sigma). Les extraits protéiques 
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(30µg) sont préparés dans du tampon de charge Laemmli (2% SDS, 10% glycérol, 5% β-

mercaptoéthanol, 0,002% bleu de bromophénol et 0,062 M Tris-HCl pH 6,8). L’étude en 

condition dénaturante des protéines s’effectue par ajout de 0,05 M de dithiothreitol (DTT, 

Sigma) et un chauffage à 95°C pendant 5 min. Le TfR1 est toujours étudié en condition non 

réduite afin d’analyser la quantité d’homodimère présente à la membrane. L’IRP2 et SOD2 sont 

également étudiées en condition non réduite tandis que toutes les autres protéines sont analysées 

en condition dénaturante. Les extraits protéiques ont été déposés sur des gels Mini Protean TGX 

avec 12% de polyacrylamide ou Any KD (Bio-rad) et ont migré entre 0,02 et 0,04 mA dans du 

tampon TGS 1X (2,5 mM Tris-HCl (pH 8,3), 19,2 mM Glycine et 0,01 % de SDS). Les 

protéines sont transférées sur une membrane de PVDF (Bio-rad) en condition semi-sèche à 15V 

pendant 17 min. La membrane est bloquée pendant 1h à température ambiante sous agitation 

dans une solution de PBS-Tween 0,05% (PBS-T, Sigma) supplémentée avec 5% de lait demi-

écrémé.  

La concentration des anticorps primaires est optimisée pour permettre une meilleure détection 

des protéines cibles selon les ratios suivants : anti-Ferritine (1/5000), anti-IRP2 (1/1000), anti-

Frataxine (1/1000), anti-SOD1 (1/2000), anti-SOD2 (1/5000), anti-TfR1 (1/1000), anti-

Pip5k1β (1/1000), anti-ACO2 (1/1000), anti-GAPDH (1/10000). Les anticorps primaires sont 

incubés pendant une nuit à 4°C sous agitation. L’immunodétection est réalisée par un système 

de détection chimioluminescence (ECL, Sigma) avec des anticorps secondaires IgG anti-souris 

ou lapin couplés à la peroxydase (1/10000). L’acquisition des images hautes résolutions est 

réalisée grâce au lecteur Chemidoc équipé d’une caméra CDD (Bio-rad) à l’aide du logiciel 

Image Lab (Bio-Rad).  

 

Détermination du contenu en fer intracellulaire 

La teneur totale en fer cellulaire a été quantifiée dans des lysats de culture selon la méthode 

décrite par Riemer et al.226. Les cellules ont été lysées par 200 µL de NaOH 50 mM pendant 2h 

à 4°C. Des aliquotes de lysats ont été utilisées soit pour la quantification du fer (par la méthode 

de la ferrozine), soit pour la quantification des protéines (par la technique de Bradford). Pour la 

détermination du contenu en fer, une aliquote de 150 µL de lysat a été prétraitée avec une 

solution équi-volume de HCl 1,4 M et de KMnO4 4,5% pendant 2h à 60°C dans le but de 

relarguer le fer contenu dans les protéines et convertir l’ensemble du fer ferrique en fer ferreux. 

Ce dosage du fer à base de ferrozine mesure ainsi à la fois le fer ferreux libre, libéré de protéines 
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ou issu de la conversion du fer ferrique afin de le chélater avec le réactif de détection du fer 

(ferrozine 6,5 mM, néocuproine 6,5 mM, acétate d'ammonium 2,5 M, acide ascorbique 1 M), 

donnant ainsi naissance à un produit coloré qui est détecté par spectrophotométrie à 560 nm 

(lecteur de miroirs Victor Nivo, PerkinElmer). La concentration en fer a été normalisée avec la 

concentration en protéines.  

 

Détection du TfR1 à la membrane plasmique 

Le récepteur de la transferrine lié à la membrane a été mesuré par AMNIS (Amnis Corp, 

Millipore Sigma) qui combine cytométrie de flux et imagerie cellulaire détaillée. Les cellules 

ont été incubées pendant 1h dans un milieu DMEM sans FBS à 37°C, puis traitées par une 

solution de PBS contenant 5 mM d'EDTA afin de les récolter tout en préservant l’intégrité du 

TfR1 situé à la surface membranaire. Les cellules ont été lavées trois fois avec du PBS froid 

avant d’être incubées avec un anticorps de souris anti-TfR1 (A24) pendant 1h sur de la glace 

pour éviter l'internalisation du TfR1. Les cellules ont été ensuite marquées par un anticorps 

secondaire Alexa fluor 488 (Invitrogen, A11029) pendant 30 min sur de la glace. Les cellules 

ont été lavées et colorées avec une solution Hoechst (1/1000, Invitrogen, H3570) pendant 5 min 

avant l'acquisition. La fluorescence du TfR1 et du Hoechst a été étudiée sur au moins 20 000 

cellules à l’aide de l'instrument ImagestreamX Mk II (Amnis Corp, MilliporeSigma) à un 

grossissement de 40X. Les données ont été analysées à l'aide du logiciel AMNIS IDEASTM 

(version 6.2 Amnis Corp). La compensation spectrale a été effectuée à l'aide d'échantillons 

monomarqués. Un masque spécifique a été conçu pour analyser la localisation TfR1 à la 

membrane plasmique. Ce masque en forme de beignet est le résultat de la sélection de 

l’ensemble des pixels d’une cellule établi en lumière blanche, moins 5 pixels d'érosion et 1 pixel 

de dilatation. Les résultats ont été exprimés en valeur moyenne de l'intensité de pixels, qui 

correspond à l'intensité de signal du TfR1 normalisée par la surface. 

 

Internalisation et recyclage de la transferrine 

La mesure du recyclage et de l'internalisation du Tf a été effectuée par imagerie en temps réel 

via un microscope à disque rotatif (Spinning disk, ZEISS Microscopy). Les fibroblastes ont été 

placés à 30% de confluence dans des microglissières à fond de verre (IBIDI) 24 heures avant 

l'expérience. Les cellules ont été incubées dans un milieu DMEM sans FBS pendant 1h. 
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L'internalisation et le recyclage de la Tf ont été étudiés après incubation avec de l’Alexa fluor 

555 conjugué à de la transferrine (12,5 µg/mL) pendant 30 min à 37°C sur au moins 20 cellules 

en utilisant la microscopie à disque rotatif (Spinning disk, ZEISS Microscopy) à un objectif de 

63X. Une vidéo de chaque cellule a été acquise pendant 40 min avec une image par minute et 

en utilisant le logiciel Zen (ZEISS Microscopy). La région nucléaire a été définie à l'aide du 

logiciel Icy v1.9 et agrandie deux fois pour générer la région périnucléaire d'intérêt. Ces 

masques ont ensuite été appliqués sur le canal de fluorescence de la transferrine par un plugin 

de détection pour obtenir l'intensité moyenne des particules de fluorescence. Seules les 

particules d'une taille d'au moins 8 pixels ont été prises en compte. La valeur moyenne de 

l'intensité a été normalisée par rapport à la surface. L’internalisation de la Tf correspond à la 

moyenne de la fluorescence de la Tf dans la région périnucléaire, après l’élimination du milieu 

marqué à l’Alexa fluor 555 (T0). En revanche, le recyclage de la Tf correspond à la perte de 

fluorescence rouge de chacune des cellules au cours du temps. Les données ont été exprimées 

en pourcentage de signal Tf initial.  

Test de viabilité cellulaire 

Le nombre de cellules viables est déterminé sur des cellules en suspension dans 1 mL de PBS 

et diluées au demi dans du bleu Trypan 0,04%. Après une incubation de 3 min à température 

ambiante, 10 µL de suspension sont placés dans une cellule de Malassez pour permettre le 

dénombrement des cellules viables (non marquées) et des cellules mortes (colorées au bleu 

Trypan).  

Analyses statistiques 

Tous les résultats sont exprimés selon la moyenne ± l’erreur standard autour de la moyenne 

(SEM). Les analyses statistiques sont réalisées grâce au test de Student (Test d’homogénéité 

des moyennes - t-test) sur des échantillons non appariés pour une même condition (avec ou sans 

fer). La comparaison de données issues d’échantillons traités versus des échantillons non traités 

est étudiée par un test multiparamétrique de type ANOVA (analyse de variance). Le degré de 

signification des tests est exprimé par : * pour une p-value < 0.05, ** pour une p-value < 0.01 

ou *** pour une p-value < 0.001. Ns = non significatif.   
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Partie I : Étude de l’homéostasie du fer dans des fibroblastes de 

patients Friedreich et applications thérapeutiques 
 

a. Dérégulation de l’homéostasie du fer cellulaire dans des fibroblastes de 

patients AF 

 

Article 1 en cours de révision (Journal Blood) : 
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KEY POINTS 

Abnormal post-translational palmitoylation of transferrin receptor results in iron overload in 

Friedreich’s ataxia fibroblasts. 

Artesunate, dichloroacetate and coenzyme A improved the transferrin receptor palmitoylation 

and reduced iron overload. 

 

ABSTRACT 

Friedreich’s ataxia (FRDA) is a frequent autosomal recessive disease caused by a GAA repeat 

expansion in the FXN gene encoding frataxin, a mitochondrial protein involved in iron-sulfur 

cluster (ISC) biogenesis. Resulting frataxin deficiency affects ISC-containing proteins and 

causes iron to accumulate in the brain and heart of FRDA patients. Here we report on abnormal 

cellular iron homeostasis in FRDA fibroblasts inducing a massive iron overload in the cytosol 

and mitochondria. We observe membrane transferrin receptor 1 (TfR1) accumulation, increased 

TfR1 endocytosis, and delayed transferrin recycling, ascribing this to impaired TfR1 

palmitoylation. Frataxin deficiency is shown to reduce coenzyme A (CoA) availability for TfR1 

palmitoylation. Finally, we demonstrate that artesunate, CoA, and dichloroacetate improve 

TfR1 palmitoylation and decrease iron overload, paving the road for evidence-based therapeutic 

strategies at the actionable level of TfR1 palmitoylation in FRDA. 
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INTRODUCTION 

Friedreich’s ataxia (FRDA) is a frequent autosomal recessive degenerative disease (1 out of 

50,000 live births) characterized by progressive spinocerebellar and sensory ataxia, lack of 

tendon reflexes in the legs, dysarthria, and pyramidal weakness of the inferior limbs, in 

association with hypertrophic cardiomyopathy and occasionally diabetes mellitus (Pandolfo, 2009). 

FRDA is primarily caused by GAA repeat expansions within the first intron of FXN, a gene 

encoding the 210-amino-acid mitochondrial protein frataxin. Such expansions account for 96% 

of FXN mutant alleles (Campuzano et al., 1996). They induce epigenetic silencing, abnormal DNA 

structures, and aberrant FXN RNA splicing, which together lower the steady-state frataxin level 

(Herman et al., 2006). Extensive studies in yeast have shown that YFH1, the yeast homolog of frataxin, 

is involved in the first step of mitochondrial assembly of iron-sulfur clusters (ISCs), which are 

subsequently inserted into mitochondrial or cytosolic proteins (Stehling et al., 2014). In YFH1-deleted 

yeast strains and the hearts of FRDA patients and mice, frataxin deficiency reportedly results 

in defective ISC-containing proteins-namely, cytosolic and mitochondrial aconitases involved 

in the citric acid cycle and respiratory chain complexes I to III (Puccio et al., 2001; Rotig et al., 1997). 

Cellular models and pathophysiological studies of FRDA patients suggest a link 

between frataxin deficiency and altered cellular iron homeostasis. Granular iron deposits have 

been observed in the hearts (Lamarche et al., 1980) and brains of FRDA patients (Boddaert et al., 2007), as 

well as in cardiomyocytes of the conditional MCK mouse model reproducing the cardiac 

phenotype (Puccio et al., 2001). Frataxin deficiency has been shown to increase production of free 

reactive oxygen species (ROS) in the fibroblasts and plasma of FRDA patients (Schulz et al., 2000). 

Previous studies have demonstrated that iron accumulates in mitochondria and, to a lesser 

extent, in the cytosol of Yfh1 yeast and MCK mice (Babcock et al., 1997; Puccio et al., 2001). However, 

evidence that frataxin deficiency also causes cytosolic iron dysregulation is inconclusive. 

Indeed, studies have alternatively shown higher (Ramirez et al., 2012; Seznec et al., 2005) or lower (Huang et al., 

2009; Martelli et al., 2015; Telot et al., 2018; Whitnall et al., 2012; Whitnall et al., 2008) ferritin levels in various frataxin 

deficiency models, and cytosolic and mitochondrial iron contents have not been consistently 

measured.  

Here we report on major iron accumulation in both the cytosol and mitochondria of 

cultured skin fibroblasts from FRDA patients with biallelic FXN GAA expansions. We show 

that cultured cells were unable to limit iron uptake in our study. Moreover, intracellular 
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coenzyme A (CoA) availability and transferrin receptor 1 (TfR1) palmitoylation were reduced, 

suggesting that the latter could alter iron uptake and the metal pool in FRDA. 

 

RESULTS 

Dysregulation of iron homeostasis in FRDA fibroblasts grown under basal conditions 

Our study investigated iron homeostasis in cultures of skin fibroblasts from five FRDA patients 

(with biallelic GAA repeat expansions), whose steady-state frataxin levels were significantly 

lower in comparison to controls (Fig. 1A, Supplemental Figure 1). We quantified ferrous and 

ferric labile iron, as well as the metal complexed with cellular proteins in fibroblasts grown in 

regular medium (10% fetal bovine serum, FBS), using a ferrozine-based iron assay (Riemer et al., 

2004). Iron content was measured in mitochondrial and cytosolic compartments after cellular 

fractionation. Both mitochondrial and cytosolic iron content was significantly higher in FRDA 

fibroblasts than in controls (Fig. 1B), though the distribution of iron between these 

compartments was similar across FRDA and control cells (Fig. 1C). This contrasts with findings 

for Yfh1 yeast strains, where iron accumulated in the mitochondria at the expense of cytosol 

(Babcock et al., 1997). 

Homeostasis of cellular iron is regulated by a post-transcriptional mechanism involving 

iron regulatory proteins (IRPs) 1 and 2 (IRP1, IRP2) (Hentze and Kuhn, 1996). IRP2 is degraded when 

cytosolic iron concentration increases, causing TfR1 downregulation, which reduces iron 

uptake, and ferritin upregulation, which promotes iron storage. Western blot analyses of FRDA 

fibroblasts revealed an expected decrease of IRP2 and increase of ferritin, consistent with 

cytosolic iron accumulation (Fig. 1D, Supplemental Figure 1). Paradoxically, dimeric TfR1 

steady-state levels actually increased in FRDA fibroblasts, mimicking iron starvation as 

previously reported upon disruption of the mitochondrial ISC machinery (Muhlenhoff et al., 2015), 

which is not consistent with lower IRP2 levels. Thus, we hypothesized that TfR1 can escape 

regulation by IRPs. 

Moreover, levels of cytosolic and mitochondrial superoxide dismutases 1 and 2 (SOD1 

and SOD2) rose (Fig. 1D, Supplemental Figure 1), suggesting oxidative stress that is triggered 

by iron overload. Flow cytometry using MitoSOX consistently revealed a 2.5-fold increase in 

mitochondrial reactive oxygen species within FRDA fibroblasts (Fig. 1E). Altogether these 

findings point to cellular iron dysregulation associated with cytosolic and mitochondrial iron 

accumulation in cultured FRDA fibroblasts. 
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FRDA fibroblasts fail to regulate iron uptake 

Cells take up iron primarily as transferrin-bound iron (TBI) and secondarily as non-transferrin-

bound iron (NTBI). To better understand the mechanism underlying iron overload, we tested 

both iron import pathways in FRDA fibroblasts by incubating cells with either 13 mM holo-

transferrin (holo-Tf) or 100 µM ferric ammonium citrate (FAC) for 72 h. FAC is a soluble form 

of Fe3+ iron which enters cells opportunistically via resident transporters or endocytic pathways 

(NTBI uptake). No FBS was added to deprive the growth medium of TBI. Compared with 

controls, FRDA fibroblasts not incubated with holo-Tf or FAC exhibited 2.4- to 3-fold higher 

iron content (Fig. 2A). However, after 3 days of incubation with 100 µM FAC or 13 mM holo-

Tf, there was massive iron accumulation in FRDA cells. This accumulation was much higher 

after supplementation with holo-Tf, versus FAC (Fig. 2A). Indeed, while iron content in control 

fibroblasts increased 2.3- to 3-fold and 4.1- to 5-fold in FAC and holo-Tf medium respectively 

(Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Fig. 2A), FRDA fibroblasts displayed a 14-fold 

increase with FAC and a 28-fold increase with holo-Tf respectively (Fig. 2A). Analysis of the 

compartmentation of excess iron revealed higher proportions of mitochondrial iron in FRDA 

patients (Fig. 2B). Taken together, these results suggested that FRDA fibroblasts fail to regulate 

both TBI and NTBI uptake. 

In mammals, IRP signaling governs iron homeostasis by altering TfR1 and ferritin 

expression through post-transcriptional modification. Iron deprivation triggers binding of IRPs 

to iron-responsive elements (IREs) of TfR1 mRNA 3′ untranslated regions, protecting them 

from RNase degradation, and to ferritin mRNA 5′ untranslated regions, preventing their 

translation. To investigate their regulation, we quantified TfR1 (TFRC) and H-ferritin (FTH) 

mRNAs using droplet digital PCR (ddPCR) with cultured fibroblasts grown in either low 

(−FAC) or high (+FAC) iron conditions for three days. TFRC mRNA levels were similar in 

control and FRDA fibroblasts grown in low iron condition (−FAC) and decreased in high iron 

condition (+FAC), suggesting downregulation of TFRC transcription by IRP activities in FRDA 

(Fig. 2C), while ferritin mRNA levels increased in control and FRDA fibroblasts grown under 

high-iron conditions (Fig. 2D). As IRPs only modify the ferritin translation, these results 

highlighted another regulation affecting mRNA levels, which may involve antioxidant-

responsive elements. 
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At the protein level, iron supplementation in the culture medium (+FAC) increased 

steady-state ferritin levels in both control and FRDA cells (Fig 2E, Supplemental Figure 2) and 

decreased steady-state IRP2 levels, as demonstrated by western blotting (Fig. 2E, Supplemental 

Figure 2). However, steady-state ferritin levels were significantly higher in FRDA fibroblasts 

in FAC-treated condition (Fig. 2E, Supplemental Figure 2), consistent with their higher 

cytosolic iron content and levels of SOD1 and SOD2 (Fig. 2E, Supplemental Figure 2).  

Under +FAC conditions, dimeric TfR1 levels were lower in controls, preventing iron 

accumulation, but unexpectedly higher in FRDA cells, despite normal post-transcriptional IRP 

regulation (Fig. 2E, Supplemental Figure S2). Increased TfR1 and ferritin levels in the context 

of iron overload is paradoxical because stored iron should downregulate TfR1 and metal import. 

Taken together, these results suggest TfR1 post-transcriptional regulation is normal in FRDA 

but co-occurs with other, dysregulated processes.  

 

Increased amount of membrane TfR1 and delayed transferrin recycling in FRDA 

fibroblasts 

We hypothesized that higher steady-state TfR1 levels could be related to an accumulation of 

homodimeric membrane TfR1 in FRDA cells, as previously observed in neurodegeneration 

with brain iron accumulation (NBIA) (Drecourt et al., 2018). To understand receptor dysregulation, we 

assessed the functional localization of TfR1 and its ability to internalize and recycle transferrin 

(Tf) through receptor-mediated endocytosis. Firstly, TfR1 was quantified by 

immunofluorescence using the Amnis ImageStreamX Mark II, which combines flow cytometry 

with detailed cell imaging and functional analysis. More TfR1 was found on the surface of 

FRDA fibroblasts than on control cells grown in regular medium (Figs. 3A, B). Thus, in spite 

of iron overload and normal post-transcriptional downregulation, patient fibroblasts 

paradoxically accumulated membrane TfR1, preventing downregulation of iron uptake. Live 

imaging via spinning-disk microscopy was then used to assess Tf-TfR1 complex endocytosis 

through evaluation of perinuclear fluorescence intensity in FRDA and control. FRDA cells 

exhibited a significantly higher Tf signal compared to controls (Fig. 3C), suggesting greater Tf-

TfR1 internalization. Tf-TfR1 recycling was then measured as the loss of cell-associated 

fluorescence over time. Control fibroblasts displayed rapid loss of Tf staining ascribed to Tf 

recycling (Fig. 3D, Supplemental Movie 1). By contrast, Tf recycling was significantly delayed 

in FRDA fibroblasts, as the specific perinuclear signal failed to weaken after 10 min of Alexa 
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555-Tf incubation, and was still delayed later (Fig. 3D, Supplemental Movie 2). The 

combination of greater Tf-TfR1 endocytosis and delayed recycling is expected to increase iron 

release from early endosomes and contribute to iron overload in frataxin-deficient cells. 

 

Artesunate rescues TfR1 palmitoylation defect in FRDA fibroblasts 

Despite normal post-transcriptional TfR1 regulation, cultured FRDA fibroblasts imported 

aberrant amounts of iron, leading us to consider whether TfR1 regulation could be altered at 

other cellular levels in FRDA. Indeed, TfR1 is known to undergo post-translational 

modification by covalent attachment of S-acyl radicals to the cysteine amino acids at positions 

62 and 67 via thioester bonds, palmitate being the predominant fatty acid donor (Alvarez et al., 1990). 

Decreased palmitoylation has been previously shown to induce accumulation of dimeric TfR1 

at cell membranes and to increase its endocytosis (Alvarez et al., 1990), as recently reported in NBIA 

fibroblasts, where iron homeostasis is also altered (Drecourt et al., 2018). Studying cultured FRDA 

cells through acyl-biotin exchange, we observed a dramatic fall in TfR1-biotin levels, reflecting 

defective TfR1 palmitoylation (only 16%–22% of control levels, Fig. 4A and Supplemental 

Figure 3A). This result suggests that frataxin deficiency severely alters TfR1 palmitoylation for 

reasons still unknown. 

Artesunate, an antimalarial, is known to alter cellular iron homeostasis by increasing 

TfR1 palmitoylation and reducing membrane TfR1 (Ba et al., 2012). Addition of 25 µM artesunate 

to the culture medium enhanced TfR1 palmitoylation and significantly decreased the steady-

state level of TfR1 in FRDA fibroblasts (Fig. 4A, Supplemental Figures S3A, B). Furthermore, 

flow cytometry imaging showed that artesunate lowered membrane TfR1 levels by 15% to 30% 

in FRDA fibroblasts (Fig. 4B, Supplemental Figure 3C) but raised them 1.1- to 1.3-fold in 

control cells (Fig. 4B, Supplemental Figure 3C).  

Finally, immunoblot analyses confirmed that artesunate lowered dimeric TfR1 levels 

1.3- to 1.5-fold in FRDA cells (Fig. 4D, Supplemental Figure 3D), while IRP2 levels increased 

1.3- to 1.7-fold, in parallel with decreased steady-state ferritin concentrations (Fig. 4D, 

Supplemental Figure 3D). This is to be expected with lower cellular iron content. Near return 

of SOD2 to control levels was consistently observed (Fig. 4D, Supplemental Figure 3D). In 

control cells, artesunate slightly increased dimeric TfR1, paralleling the increase in membrane 

TfR1 (Fig. 4B, Supplemental Figure 3C). However, it did not alter intracellular iron content 
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(Fig. 4C). These findings illustrate the impact of TfR1 palmitoylation on cellular iron content 

and suggest a possibly beneficial effect of artesunate on cellular iron pools in FRDA.  

  

Impaired TfR1 palmitoylation is related to defective pyruvate dehydrogenase lipoylation 

in FRDA fibroblasts 

Lipoic acid synthase (LIAS), a key enzyme of lipoic acid (LA) synthesis, is a [4Fe-4S] cluster-

containing protein, severely impacted by deficient assembly of the ISC machinery (Stehling et al., 

2018). LA is a cofactor of several mitochondrial proteins including dihydrolipoamide 

acetyltransferase (PDH-E2), one of the three pyruvate dehydrogenase (PDH) subunits. Biallelic 

mutations in various genes involved in ISC biogenesis (NFU1, IBA57, and ISCA2) alter 

lipoylation of PDH-E2 and cause a secondary decrease in PDH activity (Lebigot et al., 2017). 

Moreover, FXN depletion in mice and knock-down of FXN in HeLa cells have been shown to 

greatly disrupt PDH lipoylation (Martelli et al., 2015; Tong et al., 2018). We likewise observed altered 

lipoylation of PDH-E2 and a lower steady-state level of PDH-E2 in FRDA fibroblasts (Fig. 5A, 

Supplementary Material, Fig. S4A). 

Acetyl-CoA, the product of the PDH reaction, is the sole donor of acetyl groups for 

palmitoyl transferases. We hypothesized that frataxin deficiency could limit the acetyl-CoA 

pool and secondarily affect TfR1 palmitoylation. We noted 1.6- to 2.1-fold lower total cellular 

CoA content in FRDA fibroblasts relative to control cells (Fig. 5B), confirming that FXN 

mutations limited the CoA/acetyl-CoA pool. Considering that mitochondrial acetyl-CoA is the 

major source of cytosolic acetyl-CoA in normal cells (Pietrocola et al., 2015), the decrease in total 

CoA/acetyl-CoA should reflect a reduction of both mitochondrial and cytosolic acetyl-CoA 

pools. 

We therefore sought to investigate whether CoA supplementation might rescue 

impaired TfR1 palmitoylation in FRDA. Supplementing cultured cells with CoA (25 µM for 72 

h) resulted in increased TfR1 palmitoylation in FRDA fibroblasts (Fig. 5C and Supplemental 

Figure 4B). CoA supplementation also decreased steady-state dimeric TfR1 levels in patient 

cells (Fig. 5C, Supplemental Figure 4C). Furthermore, addition of dichloroacetate (5 mM DCA 

for 72 h), an inhibitor of PDH kinase (PDHK) known to augment pyruvate oxidation and the 

acetyl CoA pool, significantly raised FRDA fibroblast CoA content (Fig. 5B) and restored PDH 

lipoylation (Fig. 5A, Supplemental Figure 4A). DCA also significantly lowered steady-state 

levels of dimeric TfR1 in FRDA fibroblasts (Fig. 5C, Supplemental Figure 4C). These results 
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collectively suggest that frataxin deficiency leads to secondary reduction of the CoA/acetyl-

CoA pool required for palmitoylation and endocytosis of TfR1. 

 

Role of palmitoylation in TBI and NTBI uptake  

Finally, we wanted to know if defective palmitoylation of other proteins might also contribute 

to iron uptake dysregulation in FRDA. Cells were grown in FAC medium supplemented with 

2-bromopalmitate (100 µM 2BP), a well-known inhibitor of protein S-palmitoylation, for 16 h. 

Remarkably, 2BP substantially increased iron overload in both FRDA fibroblasts and control 

cells (Fig. 6A), suggesting a role for protein palmitoylation in NTBI uptake. 

To investigate the part played by TBI and NTBI uptake in iron overload, we quantified 

the effects of holo-Tf and FAC on iron content in cells supplemented with CoA, DCA, or 

artesunate. Reduced iron overload was seen under all conditions in FRDA cells, but not controls 

(except for artesunate with FAC; Figs. 6 B–E). In light of these observations, iron overload in 

FRDA would seem to be triggered by both TBI and NTBI uptake, and limited by expansion of 

the CoA/acetyl-CoA pool. 

 

Artesunate reduces iron overload in peripheral blood mononuclear cells of FRDA patients 

We finally assessed whether other cell types might exhibit iron import dysregulation in FRDA. 

Total cellular iron content was quantified for FRDA and control peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs) grown in FAC medium for 40 h. After 24 h, iron content was much higher in 

FRDA PBMCs, and iron overload was more pronounced after 40 h (Fig. 7A), pointing to the 

inability of PBMCs to regulate iron uptake under high-iron conditions. PBMC iron content in 

three heterozygote carriers was similar to that in controls, even after 40 h of incubation. Adding 

25 µM artesunate to the PBMC culture medium resulted in a comparable decrease in iron 

content for both FRDA and control cells (Fig. 7B). In summary, we found that regulation of 

iron import was impaired in FRDA PBMCs, and this characteristic could be useful for 

monitoring future FRDA-related clinical trials. 

 

DISCUSSION 

Here, we report dramatic alteration of iron homeostasis due to impaired regulation of TBI 

import in cultured fibroblasts derived from five FRDA patients with biallelic FXN GAA 

expansions. NTBI uptake, an important alternative source of cellular iron, was also altered in 
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some diseases, further contributing to iron overload. Both cytosolic and mitochondrial 

compartments accumulated abnormally large amounts of iron, a finding consistent with 

overproduction of mitochondrial ROS and increased ferritin, SOD1 and SOD2 steady-state 

levels in FRDA fibroblasts. Previous studies have reported on mitochondrial iron overload at 

the expense of cytosolic iron in both ΔYfh1 yeast and frataxin-depleted MCK mouse mutants 

(Babcock et al., 1997; Puccio et al., 2001). Though few studies have evaluated cytosolic iron content, 

observation of increased ferritin levels in the hearts of FRDA patients (Ramirez et al., 2012) and livers 

of MCK conditional frataxin knockout mice (Whitnall et al., 2012) suggests cytosolic iron 

accumulation in several tissues. 

Studying TfR1 trafficking, we noted accumulation and greater endocytosis of 

membrane TfR1. This prevents FRDA fibroblasts from limiting iron uptake, fostering iron 

overload. Cellular iron homeostasis is known to be primarily regulated by a post-transcriptional 

mechanism that allows TfR1 mRNA to decrease and thereby limits iron uptake under high-iron 

conditions (Hentze and Kuhn, 1996). TFRC transcripts were downregulated, as expected under such 

conditions, suggested that post-transcriptional regulation by IRPs is normal in FRDA 

fibroblasts. The paradoxical increase in membrane TfR1 in FRDA fibroblasts thus points to 

another level of regulation-possibly post-translational TfR1 regulation. 

TfR1 palmitoylation is known to play a role in the control of cellular iron uptake. TfR1 

is post-translationally modified by S-acylation, specifically palmitoylation, with palmitate 

(C16:0) being the major lipid donor to S-acylated proteins. Indeed, mutations of Cys62 and 

Cys67, the major sites of TfR1 palmitoylation, have been shown to increase TfR1 internalization 

and iron overload (Alvarez et al., 1990). Here we show that TfR1 palmitoylation was defective in 

FRDA fibroblasts, resulting in an accumulation of membrane TfR1. Artesunate 

supplementation significantly increased TfR1 palmitoylation, reduced membrane TfR1 and 

iron content, and eventually restored the ability of FRDA fibroblasts to regulate iron uptake. In 

line with these findings, the potent anticancer properties of artesunate are reportedly ascribed 

to iron depletion, which is toxic for cancer cells (Lai et al., 2013).  

Palmitoylation increases hydrophobicity of proteins and regulates their trafficking, 

stability, and subcellular distribution (Chamberlain and Shipston, 2015). Since several endosome recycling 

proteins are palmitoylated, it is possible that impaired palmitoylation of still other endosomal 

proteins yet to be identified may alter TfR1 internalization and contribute to TBI overload. It is 

also conceivable that impaired palmitoylation affects NTBI uptake and promotes iron overload, 

as 2BP exacerbated iron accumulation in both FRDA and control fibroblasts. 
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Because CoA is the sole donor of acyl for palmitic acid, via palmitoyl transferases, and 

both FXN depletion in mice and FXN knock-down in HeLa cells reportedly alter PDH 

lipoylation (Lebigot et al., 2017; Martelli et al., 2015; Stehling et al., 2018; Tong et al., 2018; Whitnall et al., 2012), we 

hypothesized that frataxin deficiency could secondarily limit the acetyl-CoA pool. Acetyl-CoA 

required for TfR1 palmitoylation is mainly generated by PDH decarboxylation of pyruvate in 

mitochondria (Pietrocola et al., 2015). We noted a decrease in lipoylated PDH-E2 and CoA content, 

confirming that FXN mutations limited the CoA/acetyl-CoA pool in FRDA fibroblasts. 

Conversely, CoA or DCA supplementation of cultured cells increased TfR1 palmitoylation, 

reduced membrane TfR1, and rescued iron overload. Interestingly, we also observed that these 

compounds, in addition to artesunate, limited TBI and NTBI uptake. Hence, by impairing ISC 

biogenesis, frataxin deficiency led to a secondary reduction of the CoA/acetyl-CoA pool 

required for normal palmitoylation and endocytosis of TfR1. Together these results suggest that 

acetyl-CoA, already recognized as a central metabolic intermediate and a signal transducer 

(Pietrocola et al., 2015), also plays an important role in the regulation of cellular iron homeostasis by 

controlling the extent of TfR1 palmitoylation. 

In conclusion, our study not only sheds new light on the disease mechanism in FRDA, 

but also paves the road for evidenced-based therapeutic trials at the actionable level of TfR1 

palmitoylation using existing drugs-namely artesunate and DCA. Artesunate is used to treat 

malaria caused by Plasmodium falciparum (Efferth and Kaina, 2010). Although its safety profile and 

pharmacokinetics have not been assessed in neurodegenerative diseases, several millions of 

subjects have received artemisinin with very few side effects. On the other hand, DCA is 

generally well tolerated when administered to PDH-deficient patients. DCA enters the 

circulation rapidly, crosses the blood-brain barrier, and significantly lowers blood and 

cerebrospinal fluid lactate concentrations (Stacpoole et al., 2008). Our data suggest these compounds 

and other drugs enhancing PDH activity, acetyl-CoA synthesis, or TfR1 palmitoylation might 

be therapeutic agents in FRDA, especially since iron-mediated toxicity has been shown to 

promote neurodegeneration in a Drosophila model of FRDA (Chen et al., 2016). Finally, because 

FRDA PBMCs are unable to regulate iron uptake under high-iron conditions, as seen with 

FRDA-iPSC cardiomyocytes (Lee et al., 2014), we believe iron content and membrane TfR1 levels 

in patient PBMCs, are potential biomarkers for future clinical trials concerned with FRDA. 
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MATERIALS AND METHODS  

Cell culture and treatments 

Skin fibroblasts from five FRDA patients (with biallelic GAA repeat expansions) and three 

controls were grown in 5% CO2 at 37 °C in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM, 

Gibco) supplemented with 4.5 g/L of D-glucose, 110 mg/L of sodium pyruvate, 10% fetal 

bovine serum (FBS, Gibco), and 200 U/mL of penicillin-streptomycin (Gibco). For treatment 

with FAC (Sigma-Aldrich) or holo-transferrin (holo-Tf, Sigma-Aldrich), 80% confluent cells 

were incubated for 72 h with or without either 100 μM FAC or 13 mM holo-Tf in serum-free 

(i.e., Tf-free) DMEM. For drug treatment, 80% confluent cells were supplemented with 25 µM 

artesunate (Sigma-Aldrich) for 48 h in dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich), 25 µM 

CoA (Sigma-Aldrich) for 72 h, 5 mM DCA for 72 h, 100 µM 2BP for 16 h (Sigma-Aldrich). 

PBMCs were isolated from blood samples by density centrifugation using Ficoll (GE 

Healthcare) and grown in regular DMEM for 2 h before treatment with serum-free DMEM and 

100 µM FAC for different durations. Informed consent for diagnostic and research studies were 

obtained from FRDA patients prior to their inclusion in the study, per Declaration of Helsinki 

guidelines, and approved by the local institutional review boards (Paris, France). 

Protein extraction and immunoblotting 

Cultured skin fibroblasts were lysed on ice by scraping with cell lysis buffer (100 nM Tris-HCl, 

pH 8.3, 600 mM NaCl, 1% Nonidet P-40 Substitute, 20 mM MgCl2, protease inhibitor cocktail 

[1X]) and centrifuged at 14,000 rpm for 30 min. The protein concentration in the resulting 

supernatant was measured using the Bradford assay (Bio-Rad). Western blotting was performed 

on 20 µg of whole-cell protein extracts in 12% acrylamide gel (Bio-Rad) or mitochondrial-

enriched fractions in 4% to 15% gel gradient (Bio-Rad) under reducing (2 µM dithiothreitol 

(DTT); denaturation at 95 °C over 5 min; for frataxin, ferritin, SOD1, PDH-E2, and lipoic acid) 

or nonreducing (no DTT or heat denaturation; for TfR1, SOD2, and IRP2) conditions in 

Laemmli sample buffer. Membranes were incubated with the following primary antibodies 

diluted in phosphate-buffered saline (PBS) with 0.05% TWEEN 20 (Sigma-Aldrich) and 1% 

milk: rabbit anti-SOD1 (ab16831, Abcam), rabbit anti-SOD2 (ab13533, Abcam), mouse anti-

TfR1 (13-6800, Invitrogen), rabbit anti-ferritin (ab75973, Abcam), rabbit anti-IRP2 (ab181153, 

Abcam), rabbit anti-frataxin (14147-1-AP, Proteintech), rabbit anti-PDH-E2 (ab172617, 

Abcam), rabbit anti-lipoic acid (LA, ab58724, Abcam), mouse anti-VDAC1/Porin (ab14734, 

Abcam), and mouse anti-GAPDH antibodies (ab8245, Abcam). Immunoblots were incubated 
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with fluorescent IRDye 800CW goat anti-rabbit IgG (926-68071, LI-COR) or IRDye 680LT 

goat anti-mouse IgG (926-32210, LI-COR) secondary antibodies, and signals were captured 

with the Odyssey Infrared Imaging System using Image Studio Lite v5.2 (LI-COR). 

Detection of mitochondrial reactive oxygen species 

Mitochondrial superoxides were detected by MitoSOX-based flow cytometry. Fibroblasts were 

supplemented with 10 µM MitoSOX Red (ThermoFisher Scientific) for 20 min, washed three 

times in cold PBS, and maintained in cold PBS with 5% FBS on ice and in the dark. MitoSOX 

Red was excited at 488 nm, and emission was collected at 580 nm. Fluorescence was recorded 

for at least 20,000 cells using a Gallios flow cytometer and Kaluza software (Beckman Coulter). 

Cell debris was gated out for analysis. Data were expressed as percentages of MitoSOX 

fluorescence intensity normalized to control values. 

Subcellular fractionation and isolation of mitochondria 

For iron quantification, cytosolic and mitochondrial fractions were obtained using a cell 

fractionation kit (ab109719, Abcam). For immunoblotting, mitochondria were isolated as 

previously described (Frezza et al., 2007). 

Determination of intracellular iron content 

Total cellular or subcellular iron content was quantified in culture lysates using a ferrozine-

based assay modified from (Riemer et al., 2004). This assay measures both free ferric and 

ferrous forms of iron available for chelation as well as iron complexed to cellular proteins. We 

lysed 3.105 cells with 200 µL of 50 mM NaOH for 2 h at 4 °C. Aliquots (150 µL) were pretreated 

with 150 µL of a fresh 1.4 M HCl and 4.5% KMnO4 solution for 2 h at 60 °C to convert ferric 

iron to ferrous iron. Iron was quantified using iron-detection reagent (6.5 mM ferrozine, 6.5 

mM neocuproine, 2.5 M ammonium acetate, 1 M ascorbic acid), measuring absorbance at 560 

nm (VICTOR Nivo microplate reader, PerkinElmer). Iron content was normalized to either 

protein concentration or number of cells. 

RNA extraction and droplet digital PCR 

Total RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (QIAGEN) and DNase processed with 

the RNase-Free DNase Set (QIAGEN) in accordance with the manufacturer's protocol. Total 

RNA concentration and purity was assessed using the NanoDrop 8000 spectrophotometer 

(Thermo Fisher Scientific). The mRNAs were reverse-transcribed using the High-Capacity 

RNA-to-cDNA Kit (Thermo Fisher Scientific) per manufacturer's instructions. Droplet digital 

PCR (ddPCR) was performed using the QX200 Droplet Digital PCR System (Bio-Rad) and 



94 

 

 

specific fluorescent probes for TFRC (qHsaCIP0033292, Bio-Rad), FTH (dHsaCPE5031151, 

Bio-Rad), and GUSB cDNA detection (qHsaCIP0028142, Bio-Rad). Data were analyzed on the 

QX200 Droplet Reader using QuantaSoft analysis software (Bio-Rad) and normalized to GUSB 

expression, and plotted (mean ± standard error).  

Detection of TfR1 on plasma membrane 

Membrane-bound TfR1 was measured by Amnis imaging flow cytometry (Amnis Corporation, 

MilliporeSigma) which combines flow cytometry with detailed cell imaging. Fibroblasts were 

starved for 1 h in FBS-free DMEM, treated with 5 mM EDTA to harvest them without 

disrupting TfR1 at the cell surface, washed 3 times with cold PBS, and then labelled with mouse 

anti-TfR1 antibody (A24) for 1 h on ice to prevent TfR1 internalization. Secondary staining 

was performed using Alexa Fluor 488 goat anti-mouse antibody (A11029, Invitrogen) for 30 

min on ice. Cells were washed and stained with Hoechst solution (1/1,000, H3570, Invitrogen) 

for 5 min before acquisition. Fluorescence measurements for at least 20,000 cells were acquired 

with the ImageStreamX Mark II (Amnis Corporation, MilliporeSigma) at 40× magnification. 

Data were analyzed using IDEAS software (version 6.2, Amnis Corporation). Spectral 

compensation was performed using singly stained samples. A specific, doughnut-like mask-full 

Brightfield with Erode 5 pixels and Dilate 1 pixel was designed for analysis of membrane TfR1 

localization. Results were expressed as mean pixel intensities (normalized to surface area). 

Tf internalization and recycling 

Live cell imaging was used to evaluate Tf recycling and internalization. Fibroblasts were spread 

at 30% confluence onto glass-bottom micro-Slides (Ibidi), 24 h before the experiment. Cells 

were starved in FBS-free DMEM media for 1 h. Tf internalization was measured, following 

incubation with Alexa 555-conjugated transferrin (Alexa 555-Tf, 12.5 µg/mL) for 5 min at 37 

°C, as mean Tf fluorescence in the perinuclear region after removal of the Alexa 555-Tf 

medium. After incubation with Tf for 30 min at 37 °C, Tf recycling was evaluated as lost 

fluorescence for at least 20 cells, using spinning disk microscopy (ZEISS Microscopy) with a 

63× oil immersion objective. A 40 min video (1 picture per minute) of each cell was produced 

using ZEN software (ZEISS Microscopy). The nuclear region was defined using Icy software 

(version 1.9) and enlarged twice to define the perinuclear region of interest. Masks for this 

region were then applied on the Alexa 555-Tf channel with the Spot Detector plugin, to obtain 

mean particle fluorescence intensity. Only particles 8 pixels or bigger were considered. The 
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mean intensity value was normalized to surface area. Data were expressed as percent of initial 

Tf signal.  

Palmitoylation assay 

Cultured skin fibroblasts were lysed on ice in DTT-free cell lysis buffer, and endogenous TfR1 

was immunoprecipitated overnight with mouse anti-TfR1 antibody (136890, Life 

Technologies) using protein G magnetic beads (Bio-Rad). After washing with PBS, beads were 

incubated at room temperature for 2 h with 50 mM N-ethylmaleimide (NEM, Sigma-Aldrich), 

then 1 M hydroxylamine, and finally 50 mM HPDP-biotin (Thermo Fisher Scientific), in the 

dark. Biotin-labeled TfR1 content was determined by immunoblotting under nonreducing 

conditions on 12% acrylamide gel (Bio-Rad) using rabbit anti-TfR1 (ab108985, Abcam) and 

goat anti-biotin (31852, Thermo Fisher Scientific) primary antibodies. Membranes were 

incubated with secondary antibodies conjugated to horseradish peroxidase (HRP): goat anti-

rabbit IgG HRP (ab6721, Abcam) or donkey anti-goat IgG HRP (sc-2020, Santa Cruz). The 

reaction was carried out using an enhanced chemiluminescence substrate (SuperSignal West 

Dura, Thermo Fisher Scientific), and immunoblot bands were acquired using a ChemiDoc 

system coupled with a CCD camera (Bio-Rad). Data were analyzed using Image Lab software 

(version 3.0, Bio-Rad).  

CoA assay 

Cells were collected by scraping with cell lysis buffer on ice, supernatants were obtained after 

centrifugation at 14,000 rpm for 30 min, and CoA was quantified using the Coenzyme A Assay 

Kit (ab138889, Abcam) per manufacturer’s instructions. CoA concentration was normalized to 

protein content. 

Statistics 

Student’s t-tests and two-way ANOVAs using the Holm-Sidak method were performed with 

GraphPad Prism (version 6.01) software. Data presented are based on 3 independent 

experiments (mean ± standard error).  
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FIGURE CAPTIONS 

Fig. 1. Iron dysregulation in Friedreich’s ataxia fibroblasts.  

A. Immunoblot of frataxin in fibroblasts of five Friedreich’s ataxia patients (P1–P5) and three 

controls (C1–C3) grown in regular medium. GAPDH was used as a loading control. B. Iron 

quantification using the ferrozine-based colorimetric assay in subcellular fractions of control 

(C* = mean of three controls) and FRDA (P1–P5) cells grown in regular medium. C. Relative 

cytosolic and mitochondrial iron content in controls (C*) and FRDA cells (P1–P5). D. 

Immunoblot of several proteins involved in iron homeostasis and defense in control (C1–C3) 

and FRDA (P1–P5) fibroblasts grown in regular medium. GAPDH was used as a loading 

control. E. Quantification of mitochondrial reactive oxygen species using MitoSOX Red and 

flow cytometry for control (C*) and FRDA (P1–P5) fibroblasts in regular medium. Data 

expressed as percentages of MitoSOX-positive cells relative to control value. All bar plots show 

mean ± standard error, n = 3. Student’s t-tests were used to compare patients’ values to the 

control mean. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001, ns = nonsignificant. Immunoblotting 

quantifications are presented in Supplemental Figure 1. 

Fig. 2. Iron accumulation caused by impairment of iron uptake  

A. Iron quantification for whole cellular extracts of control (C1–C3) and Friedreich’s ataxia  

(P1–P5) fibroblasts grown in FBS-free DMEM medium under low-iron (untreated) or high-iron 

(100 µM ferric ammonium citrate or 13 mM holo-Tf) conditions for 72 h. B. Relative cytosolic 

and mitochondrial iron content in control (C*) and FRDA (P1–P5) fibroblasts grown in FBS-

free DMEM with 100 µM FAC for 72 h. C, D. Post-transcriptional regulation of iron 

homeostasis in control (C1–C3) and FRDA (P1–P5) fibroblasts grown in FBS-free DMEM 

under low-iron (−FAC) or high-iron (+FAC) conditions. TfR1 (C: TFRC) and ferritin (D: FTH) 

mRNAs were quantified by droplet digital PCR and expressed as ratios to GUSB mRNA. E. 

Immunoblots of proteins involved in iron homeostasis and ROS defense in control (C1–C3) 

and FRDA (P1–P5) cells. GAPDH was used as a loading control. Immunoblotting 

quantifications are presented in Supplemental Figure 2. All bar plots show mean ± standard 

error, n = 3. Multiple t-tests (A, B) and two-way ANOVAs (C, D) were used to compare 

untreated to treated values. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001, ns: nonsignificant. 
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Fig. 3. Friedreich’s ataxia fibroblasts accumulate TfR1 at plasma membrane and exhibit 

increased transferrin endocytosis  

A. Examples of TfR1 labeling in fibroblasts of control (C1–C3) and Friedreich’s ataxia (FRDA) 

(P1–P5) fibroblasts. Cell analysis was based on Hoechst-positive signals. Scale bar: 10 µm. B. 

Quantification of membrane-bound TfR1 signal in control (C*) and FRDA (P1–P5) fibroblasts 

grown in regular medium, using IDEAS software (Amnis Corporation). C. Basal fluorescence 

intensity of Alexa Fluor 555-conjugated transferrin (Alexa 555- Tf) signal in control (C*) and 

FRDA (P1–P5) fibroblasts after 5 min of Alexa 555- Tf incubation. D. Relative mean 

fluorescence intensity of Alexa 555- Tf signal over 40 min, after 30 min of incubation, for 

control (C*) and FRDA (P1–P5) fibroblasts. Number of cells acquired is >15 cells/experiment. 

All bar plots show mean ± standard error, n = 3. ANOVA and t-tests were used to compare 

patients’ values to the control mean. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001, ns: 

nonsignificant. 

Fig. 4. Artesunate attenuates cellular iron dysregulation in Friedreich’s ataxia fibroblasts  

A. Biotin immunoblots correlating with extent of TfR1 palmitoylation, in control (C1–C3) and 

Friedreich’s ataxia (P1–P5) fibroblasts grown in regular medium (−artesunate) or supplemented 

with 25 µM artesunate (+artesunate) for 48 h. For each condition, the topmost panel shows the 

palmitoylated TfR1 level (IP: biotin) and the panel below shows the immunoprecipitated 

amount of TfR1 (IP: TfR1). Immunoprecipitated TfR1 is used as a loading control for each 

condition. Immunoblotting quantifications of palmitoylated and steady-state TfR1 levels are 

given in Supplemental Figures 3A, B. B. Quantification of membrane-bound TfR1 signal for 

control (C1–C3) and FRDA (P1–P5) fibroblasts, grown for 48 h with or without 25 µM 

artesunate supplementation, using IDEAS software (Amnis Corporation). Examples of TfR1 

labeling in control and FRDA fibroblasts are given in Supplemental Figure 3C. C. Iron 

quantification using ferrozine-based colorimetric assay in control (C1–C3) and FRDA (P1–P5) 

fibroblasts grown in regular medium, with or without 25 µM artesunate for 48 h. D. Immunoblot 

analysis of proteins involved in iron homeostasis and ROS defense in control (C1–C3) and 

FRDA (P1–P5) fibroblasts grown in regular DMEM medium, with or without 25 µM 

artesunate, for 48 h. GAPDH was used as a loading control. Immunoblotting quantifications 

are given in Supplemental Figure 3D. All bar plots show mean ± standard error, n = 3. Two-

way ANOVA tests were used to compare untreated to treated values. IP: immunoprecipitate, 

*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001, ns: nonsignificant. 
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Fig. 5. Friedreich’s ataxia fibroblasts display coenzyme A and PDH lipoylation defects  

A. Immunoblots of PDH-E2 and lipoylated PDH-E2 (PDH-E2-LA) in mitochondria-enriched 

extracts from control (C1–C3) and Friedreich’s ataxia (FRDA) (P1–P5) grown in regular 

medium for 72 h, with or without 5 mM dichloroacetate (DCA). Porin was used as a loading 

control. Immunoblotting quantifications are given in Supplemental Figure 4A. B. Total CoA 

content in FRDA (P1–P5) and control (C1–C3) cells grown in untreated regular medium, with 

25 µM CoA, or with 5 mM DCA, for 72 h. Plots show mean ± standard error, n = 3. Two-way 

ANOVA was used to compare untreated to treated values. *: p < 0.05, ***: p < 0.001, ns: 

nonsignificant. C. Biotin immunoblots correlating with extent of TfR1 palmitoylation in control 

(C1–C3) and FRDA (P1–P5) fibroblasts grown in untreated regular medium or supplemented 

with either 25 µM CoA or 5 mM DCA for 72 h. For each condition, the topmost panel shows 

palmitoylated TfR1 levels (IP: biotin), the panel below shows the immunoprecipitated amount 

of TfR1 (IP: TfR1), and immunoprecipitated TfR1 is used as a loading control. Immunoblotting 

quantifications of palmitoylated and steady-state levels of TfR1 are given in Supplemental 

Figures 4 B, C. IP: immunoprecipitate. 

Fig. 6. Enhancement of TBI and NTBI uptake in Friedreich’s ataxia fibroblasts 

A. Iron quantification using the ferrozine-based colorimetric assay for control (C1–C3) and 

Friedreich’s ataxia (FRDA) (P1–P5) fibroblasts grown under high-iron conditions (100 µM 

FAC), with or without 100 µM 2BP, for 16 h. B–E. Iron quantification for fibroblasts grown 

under high-iron (13 mM holo-Tf [B, C] or + 100 µM FAC [D, E]) conditions: for 72 h, with or 

without 25 µM CoA or 5 mM DCA supplementation (B, D); or for 48 h, with or without 25 µM 

artesunate supplementation (C, E). Plots show mean ± standard error, n = 3. Two-way ANOVA 

was used to compare untreated and treated values. *: p < 0.05, ***: p < 0.001, ns: 

nonsignificant. 

Fig. 7. Iron overload in Friedreich’s ataxia peripheral blood mononuclear cells limited by 

artesunate supplementation 

A. Iron content (at 8 h intervals), determined by ferrozine-based colorimetric assay, of 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)-from healthy donors (C4–C7), heterozygous 

carriers of FXN GAA expansions (Carriers 1–3), and Friedreich’s ataxia patients (P1, P6–

P14)—grown in high-iron medium (100 µM FAC) for 40 h. n = 1. B. Iron content of PBMCs-

from control subjects (C8, C9), heterozygous carriers of FXN GAA expansions (Carriers 4 and 
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5), and FRDA patients with compound heterozygous FXN GAA expansions (P15, P16)-grown 

for 40 h in high-iron medium (100 µM FAC), with or without 25 µM artesunate. n = 1. 

 

SUPPLEMENTARY FIGURE AND MOVIE CAPTIONS 

Supplemental Figure 1. 

Quantification of steady-state protein levels, relative to GAPDH values, for immunoblots in 

Fig. 1A, D. Data expressed as mean ± standard error, n = 3. Student’s t-tests were used to 

compare patients’ values to control means. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001. 

Supplemental Figure 2. 

Quantification of steady-state protein levels, relative to GAPDH values, for immunoblots in 

Fig. 2E. All bar plots show mean ± standard error. n = 3. Two-way ANOVA was used to 

compare untreated to treated values. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001, ns: 

nonsignificant. 

Supplemental Figure 3. 

A, B. Quantification of steady-state (A) biotin (reflecting palmitoylated TfR1 levels) and (B) 

TfR1 levels in control (C* = mean of three controls) and Friedreich’s ataxia (P1–P5) fibroblasts, 

grown in medium with or without artesunate supplementation, for immunoblots in Figure 4A. 

C. Examples of TfR1 labeling in control (C1–C3) and FRDA (P1–P5) fibroblasts grown in 

medium with or without 25 µM artesunate supplementation for 48 h. Cell analysis based on 

Hoechst-positive signal in Figure 4B. Scale bar: 10 µm. D. Protein expression levels, relative 

to GAPDH values, for immunoblots in Fig. 4D. All bar plots show mean ± standard error, n = 3. 

Two-way ANOVA was used to compare untreated to treated values. *: p < 0.05, **: p < 0.01, 

***: p < 0.001, ns: nonsignificant. 

Supplemental Figure 4. 

A. Quantification of steady-state protein levels, relative to porin values, for immunoblots in 

Figure 5A. B, C. Quantification of steady-state (B) biotin (reflecting palmitoylated TfR1 levels) 

or (C) TfR1 levels in control (C* = mean of 3 controls) and FRDA (P1–P5) fibroblasts grown 

in medium with or without CoA or DCA supplementation, for immunoblots in Figure 5C. All 

bar plots show mean ± standard error, n = 3. Student t-tests and two-way ANOVA were used 

to compare Friedreich’s ataxia cell values to control means or untreated and treated values, 

respectively. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001, ns: nonsignificant. 
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Movie 1. Transferrin recycling in fibroblasts of Control 1 

Movie 2. Transferrin recycling in fibroblasts of Patient 1 

 

 

ABBREVIATIONS 

2BP  2-bromopalmitate 

Alexa 555-Tf    Alexa fluor 555-conjugated transferrin 

CoA  coenzyme A 

DCA  dichloroacetate 

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

FAC  ferric ammonium citrate 

FBS  fetal bovine serum 

FRDA  Friedreich’s ataxia 

IRE  Iron Responsive Elements 

holo-Tf  holo-transferrin 

IP   immunoprecipitate 

IRP  iron-regulatory protein 

ISC  iron-sulfur cluster 

LA  lipoic acid 

LIAS  lipoic acid synthetase 

NBIA  neurodegeneration with brain iron accumulation 

NTBI  non-Tf-bound iron 

PBMC  peripheral blood mononuclear cell 

PBS  phosphate-buffered saline 

PDH  pyruvate dehydrogenase 

SOD  superoxide dismutase 

TBI  Tf-bound iron 

Tf  transferrin 

TfR1  transferrin receptor 1 
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b. Étude de l’effet combiné de l’artésunate et du dichloroacétate sur la 

surcharge en fer cellulaire dans des fibroblastes de patients 

La caractérisation de fibroblastes de patients AF a permis de mettre en évidence un mécanisme 

d’accumulation du fer fondé sur un défaut de palmitoylation du TfR1 qui est partiellement 

restauré par le dichloroacétate (DCA) ou l’artésunate (Figures 4A et 5C, Supplemental Figures 

3A et 4B de l’article 1). Nous avons voulu tester si leur administration conjointe pouvait avoir 

un effet synergique qui limiterait d’autant plus la surcharge en fer dans les fibroblastes de 

patients AF. Cependant, une supplémentation en artésunate et en DCA a un effet comparable à 

l’utilisation seule de chacune de ces molécules sur la réduction du contenu en fer (Figure 19), 

démontrant l’absence d’interaction synergique ou antagoniste entre ces deux facteurs. Par 

conséquent, leur usage simultané ne présente aucun bénéfice dans le cadre d’un essai clinique 

ultérieur.  

 

Figure 19 : Détermination du contenu en fer cellulaire par une méthode colorimétrique à base de ferrozine 

dans des fibroblastes contrôles (C1-C3) et de patients AF (P1-P5) cultivés dans un milieu riche en fer (FAC 100 

µM) supplémenté par 5 mM de dichloroacétate (DCA) et/ou 25 µM d’artésunate pendant 48 h. Les données 

représentent la moyenne ± SEM. Des tests ANOVA ont été utilisés pour comparer la valeur issue d’un traitement 

à la valeur de référence obtenue sans traitement. *** correspond à une p-value < 0,001, ns : non significatif. 

Un traitement en artésunate seul ou conjoint provoque également une diminution significative 

de la teneur en fer intracellulaire dans les cellules contrôles (Figure 19), pouvant refléter un 

potentiel effet toxique de cette molécule. Des doses inférieures ainsi que des tests de viabilité 

cellulaire doivent ainsi être réalisés afin de vérifier l’innocuité de l’artésunate tout en préservant 

son impact fonctionnel sur l’homéostasie du fer.  
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c. Étude des effets indépendants de l’artésunate et de dichloroacétate sur 

la surcharge en fer cellulaire dans des PBMC de patients 

Dans l’objectif d’un essai clinique, un biomarqueur thérapeutique facilement traçable doit nous 

permettre de suivre l’évolution de la pathologie chez l’homme ainsi que les conséquences 

physiologiques du traitement administré. L’étude de cellules sanguines mononuclées 

périphériques (PBMC) de patients AF (P +/+) a révélé une dérégulation de l’importation du fer 

se traduisant par une augmentation progressive de la teneur en fer intracellulaire au cours du 

temps (Figure 20). Il est intéressant de constater que les parents des patients AF présentant une 

expansion de triplets GAA à l’état hétérozygote (C -/+) ont un niveau basal de fer intracellulaire 

(à T0) supérieur à celui des contrôles sains (C -/-) (Figure 20). L’incubation de ces cellules 

pendant 40 h dans un milieu riche en fer (FAC 100 µM) n’a aucun impact sur la teneur en fer, 

attestant que les sujets hétérozygotes (C -/+) régulent correctement l’entrée du fer dans la cellule. 

Par conséquent, la dérégulation de l’homéostasie du fer cellulaire constatée dans les cellules de 

patients peut être utilisée pour le suivi de futurs essais cliniques dans l’AF.  

 

Figure 20 : Cinétique d’accumulation de fer dans les cellules sanguines de patients AF. Détermination du 

contenu en fer par intervalle de 8 h par la méthode colorimétrique à base de ferrozine sur des PBMC issus de 

donneurs sains (C -/- ; n = 4), de parents hétérozygotes (C -/+ ; n = 3) ou de patients AF (P +/+ ; n = 10) cultivés dans 

un milieu supplémenté par 100 µM de FAC. Les données sont exprimées selon la moyenne ± SEM. Des tests 

multiples de Student ont été utilisés pour comparer la valeur des hétérozygotes ou des patients à la moyenne des 

contrôles pour chaque intervalle de temps. **, *** correspondent à des valeurs de p-value < 0,01 et < 0,001, ns : 

non significatif. 

Parmi l’ensemble des molécules testées in vitro sur les fibroblastes AF, deux d’entre-elles sont 

déjà commercialisées, le DCA et l’artésunate. Le CoA est un métabolite très instable en raison 

de sa dégradation digestive et sanguine très rapide tandis que l’administration de L-carnitine, 

un précurseur stable de CoA, n’a montré aucun bénéfice évident dans les 
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mitochondriopathies227. Par conséquent, seuls les effets pharmacologiques de l’artésunate et du 

DCA ont été étudiés sur des PBMC incubées en présence de fer (FAC 100 µM) avec des doses 

croissantes de molécules dans le but d’appréhender la concentration optimale dépourvue d’effet 

toxique. Son efficacité et sa sécurité ont été évaluées respectivement par mesure de la teneur en 

fer intracellulaire (Figure 21) et du taux de survie cellulaire (Figure 22) à l’issue d’une période 

d’incubation des cellules de 40 h à une concentration déterminée de drogue.   

 

Figure 21 : Relation effet-dose de l'artésunate et du dichloroacétate (DCA) sur le contenu en fer de PBMC. 

A et C. Détermination du contenu en fer intracellulaire par la méthode colorimétrique à base de ferrozine sur des 

PBMC issus de donneurs sains (C -/- ; n = 3), de parents hétérozygotes (C -/+ ; n = 2) ou de patients AF (P +/+ ; n = 

7) cultivés dans un milieu supplémenté par 100 µM de FAC avec des doses croissantes d’artésunate (A) ou de 

DCA (C) pendant 40 h. B et D. Courbes dose-réponse des effets de différentes doses d’artésunate. (B) et de DCA 

(D) testées (exprimées en log de la dose) sur la quantité de fer cellulaire. Les données représentent la moyenne ± 

SEM. Des tests multiples de Student ont été utilisés pour comparer la valeur des patients à la valeur contrôle pour 

chaque intervalle de temps. *** correspond à une valeur de p-value < 0,001. 

Une supplémentation en artésunate ou en DCA permet aux cellules de patients AF de réduire 

le contenu en fer en limitant son absorption d’autant plus que la dose de drogue administrée est 

importante (Figure 21A-C). Une diminution de la teneur en fer intracellulaire est également 

observée dans les cellules hétérozygotes (C -/+) suite à l’administration de DCA (Figure 21A), 

suggérant que son effet pourrait être médié par une toxicité cellulaire. De plus, la concentration 
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permettant de diminuer de moitié la surcharge en fer dans les cellules de patients (IC50) est 

atteinte avec une dose de 25 µM d’artésunate alors que cette valeur n’est pas obtenue pour le 

DCA (Figure 21B-D). L’artésunate a ainsi une concentration-effet nettement inférieure à celle 

du DCA se traduisant par un effet pharmacologique plus puissant in vitro sur des PBMC de 

patients AF pour une dose moindre. Cependant, l’efficacité maximale n’a pas pu être atteinte 

pour chacune de ces molécules en raison d’une gamme de concentration testée trop étroite. Une 

étude plus large devra donc être menée pour établir l’effet plafond (meilleure réponse réalisable 

pour chaque molécule) ainsi que la concentration de molécules nécessaire pour induire un effet 

égal à 50% de son effet maximal possible (EC50). 

Avant d’étendre notre étude, les effets cytotoxiques du DCA et de l’artésunate ont été mesurés 

via la détermination du pourcentage de cellules vivantes à l’issue du traitement. L’action de 

l’artésunate induit une mort cellulaire importante avec une mortalité d’environ 50% des cellules 

aux concentrations les plus fortes (Figure 22A-B), tandis qu’un traitement en DCA provoque 

une faible mortalité cellulaire, inférieure à 20% (Figure 22C-D). Par conséquent, cette 

cytotoxicité nettement plus limitée du DCA nous permet d’envisager une gamme de doses plus 

importantes. En revanche, il n’est pas concevable de mettre en place un tel protocole 

d’expérimentation pour l’artésunate en raison de sa toxicité avérée.  
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Figure 22 : Relation effet-dose de l'artésunate et du dichloroacétate (DCA) sur la viabilité cellulaire de 

PBMC. A et C. Détermination de la viabilité cellulaire par coloration au bleu Trypan sur des PBMC issus de 

parents hétérozygotes (C -/+ ; n = 2) ou de patients AF (P +/+ ; n = 5) cultivés dans un milieu supplémenté par 100 

µM de FAC avec des doses croissantes d’artésunate (A) ou de DCA (C) pendant 40 h. B et D. Courbes doses-

réponses des effets de différentes doses d’artésunate (B) et de DCA (D) testées (exprimées en log de la dose) sur 

la quantité de fer cellulaire. Les données représentent la moyenne ± SEM.  

L’artésunate est un agent anti-malarien administré dans des formes sévères de paludisme lors 

d’une brève incubation grâce à son effet prolongé se poursuivant plusieurs heures après 

l’exposition. Notre première intention a donc été de réduire le temps d’incubation des PBMC 

en présence d’artésunate à une durée de 16 h dans un milieu riche en fer dans le but d’essayer 

de diminuer ces effets cytotoxiques (Condition 2, Figure 25A). Cette courte incubation a 

permis de réduire de moitié la quantité de fer intracellulaire dans les cellules du patient AF pour 

une dose de 25 µM d’artésunate (Figure 23A) avec seulement 20% de mort cellulaire (Figure 

23B).  

 

Figure 23 : Étude de l'effet différentiel de l'artésunate au cours du temps sur des PBMC après 16 h 

d’incubation en présence de fer. Le contenu en fer est déterminé par la méthode colorimétrique à base de 

ferrozine (A) et le pourcentage de cellules vivantes est déterminé par coloration au bleu Trypan (B) sur des PBMC 

issus de donneurs sains (C -/- ; n = 2), ou de patient AF (P +/+ ; n = 1) cultivés dans un milieu supplémenté par 100 

µM de FAC avec des doses croissantes d’artésunate pendant 16 h suivi d’une incubation dans un milieu riche en 

fer (100 µM FAC) pendant 24 h. Au total, les PBMC ont été incubées dans des conditions riches en fer pendant 

40 h. Les données représentent la moyenne ± SEM seulement pour les contrôles. 

 

Dans un deuxième temps, une période d’exposition en artésunate encore plus restreinte a été 

testée. Cependant, une période de préincubation en présence de fer (FAC 100 µM) pendant 16 

h a précédé l’administration d’artésunate sur une durée de 4 h (Condition 3, Figure 25A) de 

manière à reproduire in vitro un contexte de surcharge en fer comme rencontré dans les tissus 

affectés par l’AF. La mesure du contenu en fer n’a montré qu’une faible diminution de la teneur 

de ce métal pour les doses croissantes d’artésunate testées dans les cellules de patients (Figure 

24A), se traduisant par une absence d’effet cytotoxique (Figure 24B).  De ce fait, une surcharge 
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en fer préexistante limite fortement les effets pharmacologiques d’une courte exposition en 

artésunate. 

 

Figure 24 : Étude d'une courte exposition d'artésunate sur des PBMC cultivés en présence de fer. Le contenu 

en fer est déterminé par la méthode colorimétrique à base de ferrozine (A) et le pourcentage de cellules vivantes 

est déterminé par coloration au bleu Trypan (B) sur des PBMC issus de donneurs sains (C -/- ; n = 2), ou de patient 

AF (P +/+ ; n = 1) pré-incubés dans un milieu riche en fer (100 µM FAC) sur la nuit (16 h) suivi d’une courte 

incubation en présence d’artésunate (concentration entre 0 et 25 µM pendant 4 h) puis cultivés dans un milieu 

supplémenté par 100 µM de FAC pendant 20 h. Au total, les PBMC ont été incubées dans des conditions riches 

en fer pendant 40 h. Les données représentent la moyenne ± SEM seulement pour les contrôles. 

 

L’analyse comparative de la variation d’amplitude des effets de l’artésunate en fonction du 

temps a été établie par l’établissement des relations doses-réponses pour chaque période 

temporelle étudiée. Pour des doses identiques d’artésunate, des expositions de 16 h et de 40 h 

ont montré une efficacité comparable sur la surcharge en fer dans des PBMC de patients (Figure 

25B). L’incubation restreinte de 16 h a permis d’atteindre une toxicité maximale cellulaire 

plafonnée à 60% de viabilité dès 15 µM d’artésunate (Figure 25C). En revanche, une exposition 

très brève de 4 h, associée d’une surcharge en fer préalablement établie, a conduit à une 

efficacité modérée de l’artésunate sans provoquer d’effet cytotoxique (Figure 25B-C). En 

conclusion, l’effet prolongé de l’artésunate sur la surcharge en fer au-delà de son temps 

d’incubation permet d’envisager des périodes brèves d’administration interrompues par des 

temps d’arrêt du traitement. Il est fortement probable que le nombre de cycles d’incubations et 

d’interruptions soit d’autant plus important que la surcharge en fer est élevée. Néanmoins, ces 

résultats restent à confirmer en raison du nombre limité d’échantillons sanguins testés lors de 

ces expériences.  
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Figure 25 : Tests doses-réponses des effets d’artésunate sur des PBMC en fonction du temps. A. Schéma des 

différents temps d’incubation d’artésunate testés en présence de fer (100 µM FAC). B-C. Courbes doses-réponses 

des effets de différentes concentrations d’artésunate (exprimées en log de la dose) sur la quantité de fer 

intracellulaire (B) et la viabilité (C) des PBMC de patients AF (P +/+) incubés dans un milieu riche en fer 

supplémenté en artésunate pendant 40 h (n = 7), 16 h (n = 1) ou 4 h (n = 1) selon les protocoles définis dans les 

figures 22, 23 et 24. Les données représentent la moyenne ± SEM seulement pour une incubation en artésunate de 

40 h. 

 

d. Étude de dérivés de l’artésunate sur la surcharge en fer cellulaire dans 

des fibroblastes de patients 

 

L’artésunate a une biodisponibilité faible et une demi-vie très restreinte, de l’ordre de 20 à 30 

min dans l’organisme. En revanche, certains de ces dérivés comme la dihydroartémisinine 

(DHA), le métabolite actif de l’artésunate, ou les ozonides, des dérivés structuraux, ont des 

temps d’action nettement plus élevés avec des demi-vies avoisinant les 40-60 min ou 60 à 120 

min respectivement. Les effets de ces molécules ont été testés sur des fibroblastes de patients 

AF. La DHA, l’ozonide MMV000019 et l’artésunate ont des effets relativement comparables 

sur le contenu en fer pour les deux plus faibles concentrations testées, 5 et 10 µM (Figure 26). 

En revanche, une dose de 20 µM de MMV690941, de MMV018052 ou d’artésunate conduit à 

une réduction de plus de la moitié de la surcharge en fer des cellules de patients (Figure 26). 

De manière intéressante, cet effet pharmacologique est obtenu dès 10 µM de MMV690941. 

Ainsi, cet ozonide pourrait constituer une alternative thérapeutique à l’utilisation de 
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l’artésunate. Néanmoins, ces résultats n’ont pu être répliqués faute de molécules en quantité 

suffisante pour renouveler cette expérience et doivent être confirmés.  
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Figure 26 : Étude d’ozonides sur des fibroblastes cultivés en présence de fer. Contenu en fer déterminé par la 

méthode colorimétrique à base de ferrozine sur des fibroblastes contrôles (C1 – C2) et de patients AF (P1 – P2) 

cultivés dans un milieu riche en fer (100 µM FAC) supplémenté par des doses croissantes d’ozonides 

(MMV000019, MMV690941 et MMV018052), d’artésunate et de DHA pendant 48 h. n = 1. 

 

e. Discussion 

L’AF se caractérise par une surcharge en fer dans le cœur et le cerveau des patients provoquant 

des symptômes neurologiques et cardiaques importants. Cette propriété est présente dans 

l’ensemble des modèles cellulaires et animaux de l’AF. Cette étude a démontré que les 

fibroblastes ainsi que les PBMC de patients AF sont incapables de limiter l’entrée du fer 

provoquant une accumulation de ce métal dans les cellules. L’identification d’un mécanisme 

possible de dérégulation de l’homéostasie du fer ouvre la voie vers de nouvelles stratégies 

thérapeutiques basées sur le défaut de palmitoylation du TfR1 et/ou le déficit en CoA.  

Le dichloroacétate (DCA) stimule l’activité de la pyruvate déshydrogénase (PDH) responsable 

de la synthèse de CoA en inhibant la pyruvate déshydrogénase kinase (PDHK). Une 

supplémentation en DCA a permis de limiter l’accumulation de fer dans les cellules de patients 

grâce à la restauration du contenu en CoA et la réduction du défaut de palmitoylation du TfR1, 

sans occasionner de toxicité cellulaire. Le DCA est couramment utilisé dans l’acidose 
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lactique228,229, le diabète230 ou dans certains cancers231 où il est souvent coadministré avec 

d’autres molécules de chimiothérapie conventionnelle afin d’améliorer sa biodisponibilité et 

son efficacité grâce à leur action synergique231. Dans ce sens, une addition conjointe de DCA 

et d’artésunate, un agent anti-malaria, a été étudiée mais n’a révélé aucun effet supérieur à la 

somme de leurs effets indépendants sur la surcharge en fer. Le DCA en monothérapie pourrait 

ainsi être envisagé dans un contexte d’essai clinique dans l’AF. Cependant, l’apparition de 

neuropathie périphérique chez des patients avec un syndrome MELAS (associant myopathie 

mitochondriale, encéphalopathie, acidose lactique et des pseudo-épisodes vasculaires 

cérébraux)232 ainsi qu’une suspicion de cancérogénicité ont conduit à l’interruption prématurée 

des essais cliniques dans le cancer du sein et du poumon233, limitant ainsi grandement son 

utilisation.  

A cette fin, nous avons concentré nos efforts à analyser les effets de l’artésunate sur la 

palmitoylation du TfR1 et le contenu en fer. Cette molécule a permis de réduire 

considérablement le contenu en fer intracellulaire des cellules de patients AF avec une IC50 de 

25 µM. Néanmoins, l’IC50 de l’artésunate in vitro sur Plasmodium falciparum, l’agent 

pathogène de la malaria, est de l’ordre de 1 à 3 nM234 tandis que sa concentration plasmatique 

ne dépasse pas 700 nM lors d’un traitement d’artésunate en monothérapie (à 2 mg/kg/jour)234. 

De plus, l’artésunate diminue la teneur en fer de fibroblastes contrôles et induit une cytotoxicité 

importante sur des PBMC. Cette mortalité cellulaire est d’autant plus importante que la dose 

administrée est forte. Ces éléments nous ont donc amené à rechercher des alternatives de 

manière à optimiser ces paramètres pharmacologiques.  

Les ozonides sont des dérivés structuraux de l’artésunate ayant un profil pharmacodynamique 

comparable et des paramètres pharmacocinétiques plus favorables permettant leur utilisation en 

dose unique (demi-vie prolongée et concentrations d’administration plus élevées de l’ordre de 

750-1200 mg)235. Leur étude a permis de mettre en évidence une efficacité comparable du 

MMV000019 (OZ439) et du MMV018052 qui diffèrent par leur chaîne radicalaire (Figure 27). 

En revanche, une supplémentation de 5 µM de MMV690941 induit une diminution de fer aussi 

prononcée qu’une dose de 10 µM d’artésunate, de DHA ou d’autres ozonides. Ce MMV690941 

étant dépourvu d’un groupe peroxyde (R-O-O-R’) (Figure 27), il semble assez surprenant 

d’obtenir une réponse aussi marquée sur l’accumulation de fer à faible concentration. Bien que 

les mécanismes d’actions de l’artésunate et de l’ensemble des dérivés de l’artémisinine restent 

encore flous et discutables, l’effet pharmacologique proposé de ces molécules sur P. falciparum 
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implique le clivage de la liaison peroxyde par la réaction de Fenton sous l’action d’une source 

de fer réduite, produisant des radicaux libres. La génération d’espèces réactives de l’oxygène 

provoque des dommages sur des macromolécules telles que les protéines et les lipides 

entraînant la mort du parasite intra-érythrocytaire. Par conséquent, il est fortement probable que 

l’artésunate ou les ozonides agissent sur différents mécanismes impliquant la palmitoylation du 

TfR1 ou leur pont peroxyde dans le but de limiter l’entrée du fer et sa surcharge intracellulaire. 

Cependant, notre étude a analysé les effets des ozonides lors d’une incubation en FAC, une 

source de fer de la voie NTBI. Ainsi, le phénomène de réduction du niveau de palmitoylation 

du TfR1 ne joue aucun rôle dans la limitation du contenu en fer. De plus, l’absence de pont 

peroxyde du MMV690941 laisse penser que cette liaison n’est également pas impliquée dans 

la restauration de l’homéostasie du fer. Par conséquent, il semble que d’autres mécanismes 

encore méconnus des ozonides et de l’artésunate affectent la régulation du fer cellulaire, comme 

par exemple une action plus large sur la palmitoylation de nombreuses protéines cellulaires 

dont des acteurs de la voie NTBI.  

 

 

Figure 27 : Structure chimique du DHA, de l’artésunate et du MMV000019 (adaptée de Giannangelo et 

al.235). Tous les dérivés de l’artémisinine possèdent une liaison peroxyde leur permettant d’exercer leurs actions 

sur P. Falciparum à l’exception du MMV690941. La chaîne radicalaire est variable d’un ozonide à un autre.  
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Grâce à son action comparable à plus faible concentration que l’artésunate et le DHA, l’ozonide 

MMV690941 pourrait constituer une alternative thérapeutique. Néanmoins, les données 

actuelles chez l’homme ne sont pas suffisantes pour démarrer un quelconque essai clinique chez 

des patients AF.  

La seconde stratégie a été d’étudier l’action prolongée de l’artésunate après une période 

d’administration restreinte. Une incubation très brève de 4 h a permis de diminuer de la 

surcharge en fer présente dans les PBMC de patients de plus de 30% sans occasionner de 

toxicité cellulaire. A l’inverse, une exposition de 16 h a un effet comparable à une incubation 

de 40 h sur la diminution du contenu en fer avec une réduction de moitié de sa surcharge 

intracellulaire tout en réduisant ces effets toxiques. Cette baisse de cytotoxicité nous permet 

d’établir un protocole de détermination de la dose optimale thérapeutique basé sur des cycles 

répétés d’administration et d’arrêt du traitement dans la première phase des essais cliniques 

chez les patients AF. Une telle approche permettrait ainsi de limiter des phénomènes 

d’exposition chronique toxique de cette molécule.  

Pour conclure, l’artésunate semble être la solution thérapeutique la plus prometteuse présentant 

un bon profil de sécurité pouvant être testée dans l’AF. Cependant, l’apparition croissante de 

phénomènes de résistance de l’agent du paludisme dans plusieurs zones géographiques du globe 

(Cambodge et Inde) ont conduit les instances sanitaires internationales à décréter en Octobre 

2017 l’arrêt mondial de l’utilisation de l’artémisinine ou ses dérivés en monothérapie orale 

(source OMS). De futurs essais cliniques potentiels devront ainsi tenir compte de ces 

conséquences et amènent des préoccupations supplémentaires sur l’approvisionnement en 

artésunate.  
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Partie II : Étude de l’homéostasie du fer dans des modèles 

déficitaires en FXN et/ou PIP5K1B 
 

Contexte : 
En 1996, la découverte d’altérations dans le gène codant pour la frataxine chez des patients a 

permis d’établir les bases génétiques de l’AF avec la mise en évidence d’une expansion 

intronique de triplets dans FXN20. Cependant, quelques mois plus tard, une étude a révélé que 

les causes génétiques de l’AF s’étendaient au-delà du locus FXN en affectant un gène 

avoisinant, PIP5K1B, pouvant être responsable de certaines atteintes neurologiques236.  

Par conséquent, le but de la présente étude vise à déterminer la part du défaut en frataxine et en 

pip5k1β dans la dérégulation de l’homéostasie du fer associée à l’AF. Des analyses 

quantitatives des transcrits et des protéines majeures impliquées dans l’homéostasie du fer ont 

été réalisées en parallèle dans des modèles cellulaires déficients en FXN et/ou PIP5K1B.  

 

a) Extinction des gènes FXN et PIP5K1B dans des cellules HEK 

Une extinction indépendante ou simultanée de FXN et PIP5K1B a été réalisée dans des cellules 

HEK293FT grâce à un ensemble de quatre siRNA dirigés contre les transcrits FXN (siFXN) ou 

PIP5K1B (siPIP5K1B) ou simultanément (siFXN/PIP5K1B) dans des conditions de culture 

standard (DMEM supplémenté par FBS 10%). Dans la suite du manuscrit, les termes siFXN, 

siPIP5K1B et siFXN/PIP5K1B désigneront les cellules dans lesquelles FXN et/ou PIP5K1B ont 

été éteints par siRNA. L’efficacité d’extinction a été évaluée par quantification des taux de 

transcrits et de protéines respectivement par qRT-PCR et western blot. Les données de qRT-

PCR ont montré que l’utilisation de siRNA contre FXN induit une réduction de 60% et 69% de 

la quantité de transcrits après une simple (siFXN) ou une double extinction (siFXN/PIP5K1B) 

(Figure 28A). Cette extinction s’accompagne également d’une réduction de la quantité de 

protéine frataxine d’environ 65% dans les deux conditions (Figure 28C-D). Similairement, 

l’utilisation de siRNA ciblant l’ARNm PIP5K1B réduit le taux de transcrits d’environ 60% et 

66% après une simple (siPIP5K1B) et une double extinction (siFXN/PIP5K1B) respectivement 

(Figure 28B) ainsi que le niveau de protéine pip5k1β (58% en simple extinction et 68% en 

double extinction) (Figure 28C-D).  
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Figure 28 : Extinction des gènes FXN (A, C) et PIP5K1B (B, C) dans des cellules HEK transfectées par 

siRNA (siFXN, siPIP5K1B ou siFXN/PIP5K1B) 48h post-transfection. A-B. Expression des transcrits FXN (A) 

et PIP5K1B (B) quantifiés par ddPCR et normalisés par un contrôle interne, GusB. C. Immunoblots de la frataxine 

et pip5k1 dans les modèles HEK déficitaires en FXN et/ou PIP5K1B. D. Quantification des immunoblots. Le 

taux de protéines est rapporté à la GAPDH. Les données sont exprimées selon la moyenne ± SEM. n = 3. Un test 

de Student a été réalisé pour comparer la valeur de chaque échantillon par rapport à la valeur contrôle. *, ** et *** 

correspondent à une p-value <0,05, < 0,01 et < 0,001, respectivement. 

L’extinction de FXN seul réduit significativement le taux de transcrit PIP5K1B (57% d’ARNm 

résiduelle) ainsi que de protéine pip5k1β (60% de protéine résiduelle) (Figure 28B-C) comme 

décrit dans les fibroblastes de patients AF61. De manière surprenante, l’extinction de PIP5K1B 

(siPIP5K1B) augmente de manière significative la quantité de transcrit FXN et de protéine frataxine 

(Figure 28A-C), démontrant que l’expression de PIP5K1B peut, à son tour, affecter celle de 

FXN. 

La transfection dans des cellules HEK par des siRNA dirigés à la fois contre FXN et PIP5K1B 

conduit à des extinctions partielles de ces deux gènes dans des proportions comparables à 

l’utilisation seule des siFXN ou siPIP5K1B. Une mutation à expansion de triplets dans les 
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fibroblastes de patients conduit à une diminution d’environ 75-80% du taux de transcrits FXN 

(Figure 29A) et de 30 à 70% de protéine frataxine selon les patients (Figure 29C-D). Cette 

réduction s’accompagne d’une extinction de PIP5K1B provoquant une baisse de sa quantité de 

transcrits (Figure 29B) et de protéines d’environ 60-80% (Figure 29B-C) selon le nombre de 

GAA, comme précédemment décrit dans la littérature61. Par conséquent, le modèle 

siFXN/PIP5K1B permet de reproduire des conditions d’extinction proches de celles retrouvées 

dans les fibroblastes de patients AF. Le déficit en protéine frataxine est plus prononcé dans le 

modèle siFXN/PIP5K1B que dans les cellules de patients en raison de la spécificité de 

l’anticorps utilisé et du niveau d’expression de la frataxine beaucoup plus faible dans des 

fibroblastes contrôles que dans des cellules immortalisées.  

Ces modèles ont été créés pour mieux comprendre les rôles respectifs d’un défaut en FXN et 

PIP5K1B dans la dérégulation de l’homéostasie du fer dans l’ataxie de Friedreich. Cependant, 

le fait que l’extinction d’un des deux gènes impacte l’expression du second gène va compliquer 

cette étude.  
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Figure 29 : Déficit quantitatif en frataxine et pip5k1 dans les fibroblastes de patients AF. A-B. Expression 

des transcrits FXN (A) et PIP5K1B (B) quantifiés par ddPCR et normalisés par un contrôle interne, GusB. C. 

Immunoblots de la frataxine et pip5k1 dans des fibroblastes contrôles (C1-C3) et de patients AF (P1-P5). D. 

Quantification des immunoblots. C* : moyenne des trois contrôles. Le taux de protéines est rapporté à la GAPDH. 

Les données sont exprimées selon la moyenne ± SEM. n = 3. Un test de Student sur des échantillons non appariés 

est réalisé pour comparer la valeur de chaque échantillon par rapport à la valeur contrôle. ** et *** correspondent 

à une p-value < 0.01 ou < 0,001 respectivement. 

 

b) Les acteurs de l’homéostasie du fer dans des modèles déficients en 

frataxine et/ou pip5k1β 

L’homéostasie du fer a été étudiée par quantification protéique de plusieurs acteurs majeurs 

impliqués dans son import et son stockage dans des modèles cellulaires de siRNA cultivés dans 

un milieu standard, 48 h après transfection.  

Les cellules siFXN/PIP5K1B ont une augmentation significative de protéines du TfR1 et de la 

ferritine (Figure 30) associée à une baisse d’IRP2, comme dans les fibroblastes AF (voir article 

1, Figure 1D). Cependant, la hausse de ces deux protéines est moins prononcée que dans les 

fibroblastes de patients. La quantité des superoxyde dismutases SOD1 et SOD2 est également 

plus élevée par rapport aux cellules contrôles suggérant l’existence d’un stress oxydant 

cytosolique et mitochondrial. De plus, les cellules siFXN/PIP5K1B présentent une baisse de 

l’aconitase mitochondriale (ACO2), une protéine à centre Fe-S.  

Les cellules siFXN présentent également une hausse du TfR1, de la ferritine et des superoxydes 

dismutases (SOD1 et SOD2) avec une diminution d’IRP2 ainsi que d’ACO2 (Figure 30) 

légèrement moins prononcées que dans les cellules siFXN/PIP5K1B. Ainsi, l’extinction de FXN 

contribue à une dérégulation de l’homéostasie du fer.  

De façon surprenante, l’extinction seule de PIP5K1B provoque une baisse significative de la 

ferritine et de SOD2 sans affecter les niveaux d’expression d’IRP2 et de SOD1 (Figure 30), 

reflétant une absence de stress oxydant, pouvant être liée à l’augmentation de frataxine dans ce 

contexte. Ces résultats suggèrent qu’une surexpression de frataxine consécutive à un défaut 

quantitatif en pip5k1 n’affecte pas le contenu en fer. 
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Figure 30 : Dérégulation de l’homéostasie du fer dans les modèles cellulaires HEK déficients en FXN et/ou 

PIP5K1B. A. Immunoblots de plusieurs protéines impliquées dans l’homéostasie du fer ou dans la défense contre 

les ROS dans des cellules HEK contrôle (C) ou transfectées par siRNA (siFXN, siPIP5K1B ou siFXN/PIP5K1B). 

TfR1, SOD2, et IRP-2 sont étudiées en condition non réduite tandis que la ferritine, SOD1 et ACO2 sont analysées 

en condition dénaturante. B. Quantifications des immunoblots. Chaque protéine est normalisée par la GAPDH. 

Les résultats sont exprimés selon la moyenne ± SEM. n = 3. Un test de Student sur des échantillons non appariés 

est réalisé pour comparer la valeur de chaque échantillon par rapport à la valeur contrôle. *, ** et *** correspond 

à une p-value < 0,05, < 0.01 et < 0.001 respectivement, ns : non significatif. 

 

c) Régulation de l’homéostasie du fer dans des modèles déficients en 

frataxine et/ou pip5k1β 

La régulation de l’homéostasie du fer cellulaire est étudiée en cultivant les cellules dans des 

conditions pauvres (- FAC) ou riches en fer (+ 100 µM FAC). Nous avons dans un premier 

temps voulu savoir si une incubation en fer pouvait affecter l’efficacité des siRNA. La variation 

du niveau d’extinction de FXN et/ou PIP5K1B a été étudiée en quantifiant le taux de transcrits 

et de protéines frataxine et pip5k1β respectivement dans chacune des lignées cellulaires. Les 

données de qRT-PCR (Figure 31A-B) et de western blot (Figure 31C-E) ont montré des 

niveaux d’extinction comparables en présence et en absence de fer. Par conséquent, la présence 
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de FAC n’affecte en aucun cas l’action des siRNA. En revanche, la quantité d’ARNm FXN 

augmente légèrement dans les cellules contrôles ainsi que dans les cellules siPIP5K1B (Figure 

31B) cultivées en condition riche en fer (+FAC), sans que le niveau de protéine ne soit 

significativement affecté (Figure 31C-D). Or, la demi-vie de la forme mature de la frataxine 

est d’environ 50 h dans des cellules HEK67. Il n’est donc pas surprenant de n’observer aucune 

variation d’expression de la frataxine après une incubation en fer de 48 h. 

De plus, le niveau de transcrits PIP5K1B et de protéines pip5k1β diminue significativement 

dans les cellules contrôles lors d’une supplémentation en fer (Figure 31B-E), suggérant que sa 

baisse pourrait être un mécanisme de limitation de l’entrée du fer. 

 

Figure 31 : Extinction transcriptionnelle (A, B) et protéique (C, D, E) dans les cellules HEK contrôle (C) ou 

transfectées (siFXN, siPIP5K1B et siFXN/PIP5K1B) cultivées en milieu pauvre (-FAC) ou riche (+FAC 100 

µM) en fer pendant 48 h. A-B. Quantification par ddPCR des ARNm FXN (A) et PIP5K1B (B) en présence ou 

non de fer. C. Immunoblots de la frataxine et de pip5k1β dans les cellules en présence ou en l’absence de FAC. 
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D-E. Quantification des immunoblots de la frataxine (D) et de pip5k1β (E) après normalisation par rapport à la 

GAPDH. Les données représentent la moyenne ± SEM. n = 3. Des tests multiparamétriques de type ANOVA ont 

été utilisés pour comparer la valeur sans traitement en fer par rapport à la valeur issue d’un traitement en fer. ** et 

*** correspondent à des valeurs de p < 0,01 et < 0,001 respectivement. 

 

Dans le but d’essayer de comprendre l’augmentation conjointe du TfR1 et de la ferritine dans 

un contexte de déficit en frataxine, la régulation de l’homéostasie du fer a été analysée par 

quantification des transcrits TFRC et FTH par qRT-PCR sur les cellules siFXN, siPIP5K1B et 

siFXN/PIP5K1B en présence ou non de FAC. Les taux d’ARNm TfR1 et ferritine sont diminués 

ou augmentés respectivement en condition riche en fer pour l’ensemble des conditions testées 

(Figure 32A-B), suggérant une régulation post-transcriptionnelle correcte de ces deux 

transcrits.  

 

Figure 32 : Régulation post-transcriptionnelle du TfR1 et de la ferritine dans les cellules HEK contrôle (C) 

ou transfectées (siFXN, siPIP5K1B et siFXN/PIP5K1B). Quantification par ddPCR des ARNm TfR1 (TFRC) 

(A) et ferritine (FTH) (B) en milieu pauvre (-FAC) ou riche (+FAC 100 µM) en fer pendant 48 h. Les taux de 

transcrits sont normalisés par le taux d’ARNm GusB. Les données sont exprimées selon la moyenne ± SEM. n = 

3. Des tests multiparamétriques de type ANOVA ont été utilisés pour comparer la valeur sans traitement FAC par 

rapport à la valeur issue d’un traitement en FAC. *, ** et *** correspondent à des valeurs de p < 0,05, < 0,01 et < 

0,001 respectivement. Aucune différence significative n’est observée entre les cellules transfectées et non 

transfectées par siRNA pour une même condition (-FAC ou +FAC).  

 

La quantité de protéines de l’homéostasie du fer a ensuite été évaluée par western blot dans des 

cellules contrôles ou déficientes en FXN et/ou PIP5K1B et cultivées en milieu pauvre ou riche 

en fer. Les analyses par western blot montrent que les cellules contrôles ont une modulation de 

l’expression de TfR1 et de ferritine différente de celles observées dans les fibroblastes (article 

1, Figure 2E) avec un TfR1 peu diminué et une ferritine très augmentée dans les cellules HEK 
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contrôles cultivées en présence de fer (Figure 33A-B). Le niveau de régulation semble donc 

être différent entre ces deux types cellulaires.  

Dans les cellules siFXN et siFXN/PIP5K1B, le TfR1 n’est pas diminué en condition riche en 

fer mais augmente paradoxalement tandis que le niveau de ferritine est deux fois plus important 

que dans les cellules contrôles (Figure 33A-B), suggérant la présence d’une entrée massive du 

fer comme précédemment décrit dans les fibroblastes de patients AF. De plus, les SOD (SOD1 

et SOD2) sont en quantités supérieures dans les deux conditions de culture des cellules 

transfectées par rapport aux cellules contrôles (Figure 33A-B), évoquant la présence de stress 

oxydant cytosolique et mitochondrial. Par conséquent, un déficit en frataxine et en pip5k1β 

provoque une dérégulation de l’homéostasie du fer se traduisant pas un défaut de régulation du 

TfR1, comme préalablement observée dans les fibroblastes AF. 

A l’inverse, les cellules siPIP5K1B présentent une régulation correcte du TfR1, de la ferritine 

et des SOD en présence de fer (Figure 33A-B). Ces résultats démontrent ainsi qu’un défaut 

quantitatif en pip5k1 associé à une surexpression de frataxine n’a aucun impact sur la 

régulation de l’homéostasie du fer. 

Etant donné qu’un déficit de PIP5K1B est présent dans l’ensemble des modèles cellulaires avec 

extinction par siRNA, il est probable que les variations de l’homéostasie du fer observées 

résultent seulement du niveau d’expression de la frataxine. Cependant, seul un modèle dans 

lequel FXN est éteint indépendamment de PIP5K1B pourrait nous permettre de valider ces 

résultats et de conclure sur l’importance d’un défaut en frataxine dans l’homéostasie du fer.  
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Il est important de préciser qu’au cours de ce projet le taux de transfection par siRNA n’a pas 

été strictement identique d’une expérience à une autre, conduisant à des extinctions variables 

selon les expériences. Les efficacités d’extinction de la frataxine et de pip5k1β ont été 

quantifiées systématiquement avant la réalisation d’autres analyses. L’ensemble des résultats 

développés jusqu’ici ne prend en compte que des transfections ayant abouti à un taux 

d’extinction de FXN d’environ 65% de transcrits et de protéines pour une simple (siFXN) ou 

double extinction (siFXN/PIP5K1B) avec une variabilité de 5%. Pour l’extinction de PIP5K1B, 

Figure 33 : Régulation de l’homéostasie du fer dans les modèles déficients en FXN et/ou PIP5K1B. A. 

Immunoblots TfR1 et SOD2 sont étudiés en condition non réduite tandis que les autres protéines sont étudiées en 

condition dénaturante sur des cellules incubées en milieu pauvre (-) ou riche (+) en fer (FAC 100 µM). B. 

Quantification des immunoblots. Chaque protéine est normalisée par la GAPDH. Les résultats sont exprimés selon 

la moyenne ± SEM. n = 3. Des tests multiparamétriques de type ANOVA ont été utilisés pour comparer les 

conditions avec et sans fer. *, ** et *** correspondent respectivement à une p-value < 0,05, < 0.01 et < 0.001. ns : 

non significatif. 

 

 

 

6 et font référence aux différences entre les cellules contrôles et les cellules de patients 

pour une même condition. 
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seuls les modèles avec un déficit d’environ de 60% ± 5% d’ARNm et de protéine pour une 

simple extinction (siPIP5K1B) ont été étudiés contre quasiment 65% ± 5% pour une extinction 

conjointe (siFXN/PIP5K1B). 

La réalisation d’immunoblots en première intention pour valider les déficits en FXN et/ou 

PIP5K1B a permis de souligner l’importance du niveau d’extinction de chacun des acteurs dans 

l’établissement d’un phénotype dans l’homéostasie du fer. En effet, l’étude de quatre 

expériences indépendantes (notées de 1 à 4) de co-transfection par les deux siRNA en simultané 

(siFXN/PIP5K1B) montrent que les taux de protéines sont réduits en quantités variables 

provoquant des régulations différentes du TfR1 en conditions pauvres ou riches en fer (Figure 

34). Il apparaît ainsi que le TfR1 est augmenté lors d’une supplémentation en FAC au-delà de 

40% d’extinction de frataxine. Cette dérégulation est d’autant plus importante que le taux 

résiduel de frataxine est bas et que celui de pip5k1 est élevé. Ainsi, un déficit en frataxine 

semble avoir un effet négatif dans l’homéostasie du fer en favorisant son assimilation. 

De plus, une réduction majeure de pip5k1β avoisinant les 80% ne module pas le TfR1 dans la 

mesure où la frataxine est en quantité importante (70%) (Figure 34), insinuant qu’un déficit en 

pip5k1β n’aurait pas d’effet délétère sur la dérégulation du TfR1. 

 

 

Figure 34 : Régulation du récepteur de la transferrine 1 (TfR1) dans des cellules HEK déficientes en FXN 

et/ou PIP5K1B cultivées dans un milieu pauvre (-FAC) ou riche (+FAC 100 µM) en fer. Les taux en protéines 

résiduelles ont été arrondis au dixième près dans quatre expériences d’extinction par siRNA (notées de 1 à 4). La 

quantité en protéines frataxine et pip5k1 est arbitrairement fixée à 100% dans des cellules contrôles (C).  
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d) Régulation de l’homéostasie du fer dans des modèles déficitaires en 

frataxine et/ou pip5k1β de manière permanente 

Pour pallier ce problème de variabilité d’extinction, des modèles stables déficitaires en FXN 

et/ou PIP5K1B ont été créés à l’aide de shRNA dans des cellules HeLa. Le changement de 

lignée cellulaire s’est basé sur leur paramètre morphologique. Les cellules HEK présentent un 

rapport noyau/cytoplasme (NC) très élevé (d’environ 0,5) comparativement à des cellules HeLa 

et des lignées primaires de fibroblastes (rapport NC de 0,3 et 0,1 respectivement), compliquant 

ainsi les études microscopiques. Afin de réaliser une étude comparable à celle effectuée 

précédemment sur les fibroblastes de patients, nous avons préféré établir de nouvelles lignées 

d’extinction sur des cellules HeLa afin de faciliter la quantification du taux de TfR1 

membranaire ainsi que de ses fonctions d’endocytose et de recyclage. Les termes shFXN, 

shPIP5K1B et shFXN/PIP5K1B désigneront les cellules HeLa dans lesquelles FXN et/ou 

PIP5K1B ont été éteints par shRNA. 

L’étude de l’homéostasie du fer a reposé sur l’analyse de trois clones différents pour chacune 

des conditions (shFXN, shFXN/PIP5K1B, shPIP5K1B) après une sélection monoclonale de 

trois semaines. Chaque clone d’une même condition a reçu un plasmide identique contenant un 

shRNA dirigé soit contre FXN, soit contre PIP5K1B. Les clones shFXN possèdent une 

extinction comprise entre 80-90% du transcrit FXN et d’environ 60 à 75% de la quantité de 

protéine frataxine (shFXN 1-3, Figure 35A et C). De manière semblable, l’expression de 

shPIP5K1B a permis de diminuer approximativement de 65-70% le taux d’ARNm PIP5K1B et 

de 55-60% le niveau d’expression de pip5k1β (shPIP5K1B 1-3, Figure 35B et D).  

Les cellules shFXN/PIP5K1B ont été transfectées par les deux plasmides à quelques jours 

d’intervalle ce qui a conduit à une baisse de l’expression des transcrits FXN et PIP5K1B ainsi 

que des protéines frataxine et pip5k1β comparables à celles obtenues dans les clones mono-

éteints. Similairement aux observations réalisées sur les modèles siRNA, une extinction en FXN 

(shFXN 1-3) provoque également une diminution de moitié de l’expression de pip5k1β (Figure 

35D) tandis qu’un déficit seul en PIP5K1B (shPIP5K1B 1-3) conduit à une hausse du taux de 

frataxine (Figure 35C). 
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Figure 35 : Extinction de FXN et PIP5K1B dans chaque clone HeLa transfecté par shRNA (shFXN, 

shPIP5K1B ou shFXN/PIP5K1B) cultivé en condition standard (10% FBS). A-B. qRT-PCR des transcrits FXN 

(A) et PIP5K1B (B) dans des cellules contrôles (C* : moyenne de trois contrôles shNT) et les modèles shRNA. 

Les taux de transcrits sont normalisés par un contrôle interne, GusB. C-D. Quantification des immunoblots de la 

frataxine (C) et de pip5k1β (D) après normalisation par la GAPDH. Les données sont exprimées selon la moyenne 

± SEM. n = 3. Un test de Student a été réalisé pour comparer la valeur de chaque échantillon par rapport à la valeur 

contrôle. *, ** et *** correspondent à une p-value < 0,05 ; < 0,01 et < 0,001, respectivement. 

 

L’étude de l’homéostasie du fer dans les cellules shFXN et shFXN/PIP5K1B a mis en évidence 

une hausse du TfR1 et de la ferritine tandis que les cellules shPIP5K1B présentent une baisse 

de ces deux protéines (Figure 36A-B). Ces résultats sont analogues à ceux obtenus sur les 

cellules siRNA.  
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Figure 36 : Dérégulation de l’homéostasie du fer dans les clones shFXN, shFXN/PIP5K1B et shPIP5K1B 

cultivés en milieu standard. A. Immunoblots du TfR1 et de la ferritine dans des cellules contrôles et les différents 

modèles shRNA. B. Quantification des immunoblots. Le taux d’expression de chacune des protéines est normalisé 

par rapport à la GAPDH. Les données sont exprimées selon la moyenne ± SEM. n = 3. Un test de Student a été 

réalisé pour comparer la valeur de chaque échantillon par rapport à la valeur contrôle. *, ** et *** correspondent 

à une p-value < 0,05 ; < 0,01 et < 0,001, respectivement.  

 

L’analyse de la quantité de TfR1 membranaire par AMNIS, un cytomètre en flux combiné à un 

microscope, est entièrement en concordance avec les données d’immunoblots. En effet, une 

élévation massive du taux de récepteurs de la transferrine localisés à la surface cellulaire est 

observée uniquement pour une extinction de FXN seule (shFXN) ou combinée 

(shFXN/PIP5K1B) (Figure 37A). En contrepartie, le TfR1 membranaire est abaissé dans les 

modèles shPIP5K1B (Figure 37A), probablement en raison du rôle de pip5k1β dans 

l’endocytose de récepteur membranaire.  

La capacité d’entrée du fer dans la cellule a été explorée en incubant les cellules en présence de 

FAC. Après 48 h de traitement, le contenu en fer augmente massivement dans les cellules 

shFXN/PIP5K1B et dans une moindre mesure dans les lignées shFXN (Figure 37B), 

démontrant que ces cellules n’arrivent pas à limiter l’entrée du fer. En revanche, deux clones 
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shPIP5K1B ont une diminution de la teneur totale en fer (Figure 37B). Par conséquent, 

l’extinction de PIP5K1B suite à un défaut en frataxine pourrait constituer un mécanisme de 

compensation qui permettrait de modérer la surcharge en fer.  

 

Figure 37 : Accumulation de fer et du TfR1 membranaire dans les modèles déficients en frataxine. A. 

Détermination du contenu en fer cellulaire dans des cellules contrôles (C*) et les clones shRNA (shFXN, 

shFXN/PIP5K1B et shPIP5K1B) cultivés dans un milieu riche en fer (100 µM FAC) pendant 48 h. B. 

Quantification du signal TfR1 lié à la membrane par AMNIS chez des témoins (C*) et les modèles cellulaires 

shRNA shRNA (shFXN, shFXN/PIP5K1B et shPIP5K1B) cultivés dans un milieu standard. Les données sont 

exprimées selon la moyenne ± SEM. n = 3. Un test de Student a été réalisé pour comparer la valeur de chaque 

échantillon par rapport à la valeur contrôle. *, ** et *** correspondent à une p-value < 0,05 ; < 0,01 et < 0,001, 

respectivement. Ns = non significatif. 

 

e) Discussion 

Afin de déterminer les rôles respectifs de FXN et PIP5K1B dans l’homéostasie du fer, des 

modèles cellulaires déficitaires en frataxine et/ou pip5k1 ont été développés grâce à 

l’utilisation de petits ARN non codants (siRNA et shRNA). Ces lignées présentent une 

diminution des quantités résiduelles des transcrits ainsi que des protéines frataxine et pip5k1 

démontrant une extinction partielle de ces acteurs. Cependant, la quantité de pip5k1 diminue 

presque de moitié quand FXN est éteint, comme dans les fibroblastes AF où l’expansion de 

triplets GAA dans FXN induit une extinction en cis de PIP5K1B61. Cette répression 

transcriptionnelle est néanmoins moins prononcée que celle de FXN dans les lignées cellulaires 

siRNA et shRNA ainsi que dans les fibroblastes de patients AF.  

La diminution de l’expression de PIP5K1B est positivement corrélée à la taille de l’expansion 

de triplets GAA dans FXN à l’exception des fibroblastes du patient (P2) où la baisse de frataxine 
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est plus faible que ce que l’on pouvait attendre compte tenu de la taille de l’expansion. Ainsi 

un cinquième des patients possède une suppression de frataxine moins prononcée que prévue, 

conformément aux observations décrites par Bayot et al.237.  

Dans un contexte d’expansion de GAA, une réorganisation de la chromatine peut expliquer une 

expression réduite du gène adjacent, PIP5K1B. Cependant, dans un environnement d’extinction 

transitoire ou permanente de FXN par siRNA ou shRNA, il est difficile d’imaginer que ce 

mécanisme peut occasionner une déplétion partielle en pip5k1β. De façon surprenante, 

l’extinction de PIP5K1B induit une augmentation de la frataxine, démontrant que la 

transcription de ces deux gènes semble étroitement liée. Leurs régions promotrices respectives 

partagent cinq facteurs de transcription ainsi que trois facteurs ciblant leurs régions enhancer 

(source : Ensembl). Il paraît largement imaginable que de tels éléments ou des facteurs 

épigénétiques comme des ARN non codants puissent jouer un rôle dans la coïncidence de 

l’expression de FXN et PIP5K1B.  

De plus, les souris KIKI et KIKO présentant une expansion GAA dans FXN, localisée 

approximativement à 14 kb de PIP5K1B, n’ont aucun phénotype177. En revanche, l’insertion du 

locus FXN humain comprenant certains gènes avoisinants dont une partie de la séquence de 

PIP5K1B, conduit à des manifestations cardiaques et neurologiques typiques de l’AF50. Ces 

faits démontrent qu’un déficit en frataxine n’est pas le seul acteur orchestrant l’établissement 

de mécanismes physiopathologiques dans l’AF. De plus, les éléments modulateurs de 

l’expression de PIP5K1B semblent spécifiques du génome humain. L’intrication de la 

transcription de FXN et PIP5K1B va ainsi considérablement compliquer notre étude sur 

l’impact respectif de chacun des deux acteurs dans l’homéostasie du fer. 

Les cellules déficitaires en frataxine présentent une surcharge en fer en raison de leur incapacité 

à limiter l’entrée du fer par la voie TBI et NTBI. La dérégulation du TfR1 est d’autant plus 

importante que le taux de frataxine résiduel est bas et que celui de pip5k1 est élevé. En 

revanche, un défaut en PIP5K1B associé à une augmentation de la frataxine réduit le contenu 

en fer cellulaire grâce à une baisse de la quantité de TfR1 membranaire. Une surexpression in 

vitro de FXN dans des cellules HeLa conduit à une hausse du fer labile ainsi qu’une sensibilité 

accrue au stress oxydatif238. Ainsi l’augmentation de l’expression de la frataxine n’aurait aucun 

impact dans ce phénotype de limitation du contenu en fer, qui semble être gouverné seulement 

par l’extinction de PIP5K1B. Un déficit en pip5k1β conduit à une baisse de PI(4,5)P2
61 

provoquant une inhibition importante de l’endocytose de la transferrine239 limitant l’entrée de 
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fer dans la cellule. Par conséquent la répression de PIP5K1B permettrait de compenser les effets 

d’une réduction d’expression en FXN. Les patients présentant deux répétitions de triplets à l’état 

hétérozygote composite ont des phénotypes moins sévères que les patients porteurs d’une 

mutation ponctuelle FXN sur un allèle et d’une expansion GAA sur l’autre. L’effet de 

l’extinction en cis étant régi par les répétitions GAA, la gravité des cas présentant au moins une 

mutation ponctuelle est sûrement induite par une extinction moins importante de PIP5K1B, 

permettant de pallier les effets délétères d’un déficit en frataxine. 

Les cellules siFXN/PIP5K1B présentent un déficit légèrement plus important en pip5k1β que 

les lignées siPIP5K1B. Un défaut plus sévère de synthèse de PI(4,5)P2 devrait donc conduire à 

une faible absorption de fer. Or, la dérégulation de l’homéostasie du fer s’est révélée davantage 

prononcée dans les cellules siFXN/PIP5K1B que siFXN. Le PI(4,5)P2 est un phospholipide 

produit par trois isoenzymes (pip5k1α, pip5k1β et pip5k1γ). Les pip5k1 peuvent fonctionner 

de manière coordonnée et redondante en s’associant afin de compenser un déficit de l’une 

d’entre-elles240. Malgré leur spécificité tissulaire, elles sont toutes exprimées dans le cerveau 

probablement en raison du rôle prépondérant des phosphatidylinositols (PI) dans le remodelage 

synaptique241. Une déplétion en PIP5K1B prononcée pourrait ainsi induire l’expression des 

autres isoenzymes pip5k1 afin d’assurer la survie cellulaire. Dans ce contexte, la compensation 

du défaut en pip5k1β via pip5k1α et/ou pip5k1γ pourrait bien se mêler aux conséquences d'une 

carence en frataxine. Cette hypothèse permettrait ainsi d’expliquer la sévérité et la précocité 

des symptômes chez les patients présentant un grand nombre de répétitions GAA.  

Toutefois, il serait prématuré de spéculer sur le rôle potentiel d’un défaut en PIP5K1B dans 

l’AF. Même si pip5k1β est fortement exprimé dans le cœur, le cerveau et les os242, sa déplétion 

n'a pas encore été démontrée dans les tissus affectés. Nous avons toutes les raisons de croire 

que, l'impact de la déplétion en frataxine est déterminant dans la maladie. Cette étude devra 

donc se compléter par la création de lignées cellulaires CRISPR/Cas9 présentant un déficit 

indépendant en FXN ou PIP5K1B. Si le déficit en PIP5K1B s'avère être un facteur essentiel, il 

pourrait fournir des cibles supplémentaires dans l’espoir de concevoir de nouvelles stratégies 

thérapeutiques. 
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Partie III : Étude de l’homéostasie du fer dans d’autres déficits 

de la biogenèse des centres Fe-S 
 

Contexte : 

La frataxine joue un rôle primordial dans la biogenèse des centres Fe-S au sein de la 

mitochondrie. Comme la plupart des autres protéines des étapes précoces des ISC, son déficit 

conduit à une dérégulation de l’homéostasie du fer cellulaire. Néanmoins, ce 

dysfonctionnement est loin d’être une caractéristique clinique propre aux patients présentant 

des défauts d’assemblage des ISC.  

Cette étude a ainsi essayé d’appréhender l’impact sur l’homéostasie du fer de différents déficits 

en protéines impliquées dans les diverses étapes de la synthèse des ISC. Dans ce contexte, des 

fibroblastes de patients présentant des mutations dans les gènes codants pour des protéines 

d’assemblage des centres [2Fe-2S] (FDXR), des centres [4Fe-4S] (IBA57) ou de leurs 

insertions à des apoprotéines réceptrices (NFU1 et NUBPL) ont été utilisés pour étudier leur 

contenu en fer et la régulation de plusieurs protéines majeures de l’homéostasie du fer. 

 

 

a. Découverte et étude de mutations FDXR sur l’homéostasie du fer 

cellulaire (article 2) 

 

 

  



144 

 

 

 

Article 2 
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b. Étude de l’impact de diverses mutations ISC dans la régulation de 

l’homéostasie du fer cellulaire 

La régulation de l’homéostasie du fer s’est basée sur la caractérisation de fibroblastes issus de 

patients présentant différentes mutations dans les gènes IBA57, NFU1 ou NUBPL ainsi que trois 

patients avec au moins une mutation dans le gène FDXR. Les cellules de deux patients FDXR 

ont été utilisées pour la première partie de l’étude (article 2, S5 et S1 correspondant 

respectivement aux patients FDXR 1 et FDXR 2). Le troisième patient (FDXR 3) présente une 

mutation intronique hétérozygote touchant un site donneur d’épissage et une diminution 

importante de la ferrédoxine réductase (Figure 38A-B), suggérant la présence d’une seconde 

mutation encore non identifiée.  

 

Figure 38 : Expression de la ferrédoxine réductase dans les fibroblastes FDXR. A. Immunoblot de FDXR 

dans des fibroblastes contrôles (C1-C3) et de patients présentant au moins une mutation dans le gène FDXR (FDXR 

1-3), cultivés dans des conditions standard. B. Quantification de l’immunoblot. Le taux de protéines est rapporté 

à la GAPDH. Les données sont exprimées selon la moyenne ± SEM. n = 3. Un test de Student a été réalisé pour 

comparer la valeur de chaque échantillon par rapport à la valeur contrôle. *** correspond à une p-value < 0,001. 

 

Sur la base des travaux menés sur les fibroblastes de patients AF, la régulation de l’entrée du 

fer a été analysée par quantification de la teneur en fer intracellulaire après un traitement de 72 

h par holo-Tf ou par FAC. Une supplémentation en fer conduit à une surcharge en fer importante 

chez les patients FXDR 1 et 2 (Figure 39A-B), évoquant une incapacité à limiter l’entrée du 

fer. Néanmoins, cette accumulation est très modérée lors d’une incubation en holo-Tf chez 

FDXR1. Une légère surcharge en fer est également observée dans les cellules NUBPL (Figure 

39B), démontrant qu’un déficit tardif dans ISC ne provoque pas de défaut majeur de l’entrée 

du fer à l’inverse des déficits précoces. Ces données révèlent également que la nature des 

mutations FDXR peut avoir un impact variable sur l’homéostasie du fer.  
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Figure 39 : Dosage en fer intracellulaire dans des fibroblastes contrôles (C* : moyenne de trois contrôles) et 

de patients traités par 13 mM d'holo-Tf (A) ou 100 µM FAC (B) pendant 72 h. Les données représentent la 

moyenne ± SEM. n = 3. Des tests de Student ont été utilisés pour comparer les valeurs de patients à la moyenne 

des contrôles. *, *** correspondent à des valeurs de p < 0,05 et < 0,001, ns : non significatif.  

 

L’homéostasie du fer a ensuite été évaluée en quantifiant l’expression protéique du TfR1 et de 

la ferritine. Les western blots montrent que la quantité de ces deux protéines est plus importante 

pour deux patients FDXR (FDXR 1 et 2) comparée aux cellules témoins (Figure 40A-B), sans 

qu’elles soient affectées chez les autres patients. Par conséquent, les acteurs impliqués dans les 

stades précoces de la synthèse des centres Fe-S, tel que FDXR, semblent impacter davantage 

l’homéostasie du fer à la différence des acteurs tardifs de ce processus (IBA57, NFU1 et 

NUBPL), démontrant la divergence phénotypique provoquée par le type de protéine affectée 

dans la biogenèse des ISC. 

 

 

Figure 40 : Dérégulation de l’homéostasie du fer dans les fibroblastes de deux patients FDXR. A. 

Immunoblots du TfR1 et de la ferritine des fibroblastes contrôles (C1-C3) et de patients cultivés dans des 

conditions standard (10% FBS). B. Quantification des immunoblots. C* : moyenne de trois contrôles. Le taux de 

protéines est rapporté à la GAPDH. Les données représentent la moyenne ± SEM. n = 3. Des tests de Student ont 
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été utilisés pour comparer les valeurs de patients à la moyenne des contrôles. ** correspond à une valeur de p < 

0,01, ns : non significatif.  

Comparativement aux observations réalisées sur les fibroblastes AF, nous supposons que 

l’augmentation de la quantité de TfR1 pourrait être liée à son accumulation à la surface 

cellulaire. Dans ce sens, le taux de TfR1 membranaire a été déterminé par AMNIS et s’est 

révélé augmenté dans les fibroblastes FDXR (FDXR 1-2) (Figure 41A).  

Dans le but d’essayer de comprendre la dérégulation de ce récepteur, des analyses 

fonctionnelles de la capacité d’endocytose et de recyclage du TfR1 ont été mises en œuvre. Le 

taux d’internalisation du complexe Tf-TfR1 a été mesuré par quantification de l’intensité de 

fluorescence après l’incubation de Tf fluorescente. Les cellules de patients FDXR (FDXR 1 et 

2) présentent un signal de Tf supérieur à celui des témoins (Figure 41B), suggérant une 

internalisation accrue du complexe Tf-TfR1 et donc probablement du fer. L’étude du recyclage 

du complexe Tf-TfR1 a montré une persistance de la fluorescence de la Tf au cours du temps 

évoquant un retard du recyclage dans les cellules de patients FDXR (FDXR 1-2) (Figure 41C). 

Par conséquent, l’augmentation combinée de l’internalisation et d’un retard de recyclage de la 

transferrine peut conduire à une augmentation de la libération du fer des endosomes vers le 

cytoplasme promouvant son accumulation.  
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Figure 41 : Accumulation du TfR1 membranaire associée à une endocytose accrue et un retard de recyclage 

dans les fibroblastes FDXR. A. Quantification du TfR1 lié à la membrane dans les cellules contrôles (C*) et de 

patients FDXR (FDXR 1-2) cultivées dans des conditions standard, n = 2. B. Intensité de fluorescence basale de 

la Tf conjuguée à un Alexa fluor 555 après 30 min d’incubation pour des fibroblastes témoins (C*) et de patients 

(FDXR 1-2). n = 3. C. Représentation de l’intensité moyenne de fluorescence de la Tf suivie pendant 40 min après 

30 min d’incubation de Tf conjuguée à un Alexa fluor 555 dans des fibroblastes contrôles (C*) et de patients 

FDXR (FDXR 1-2). Le nombre de cellules acquises est supérieur à 10 cellules par expérience. n = 3. Les données 

représentent la moyenne ± SEM. Un test ANOVA a été utilisé pour comparer la valeur du patient à la moyenne de 

la valeur des témoins pour chaque temps. ** et *** correspondent à des valeurs de p <0,01 et < 0,001 

respectivement.  

 

c. Discussion 

La synthèse des ISC implique une vingtaine de protéines mitochondriales dont chacune exerce 

un rôle précis dans une des étapes de cette voie métabolique. Cette étude a visé à mieux 

comprendre l’importance et les conséquences fonctionnelles de déficits de certains membres de 

l’assemblage des ISC dont notamment FDXR, IBA57, NFU1 et NUBPL dans l’homéostasie du 

fer cellulaire.  

La caractérisation de fibroblastes de trois patients FDXR a montré une surcharge en fer 

cellulaire associée à un stress oxydant chez deux d’entre eux. Cette dérégulation de 

l’homéostasie du fer est provoquée par une altération de l’import de ce métal par les voies TBI 

et NTBI. Des études antérieures ont fait état d’une accumulation en fer importante dans des 

embryons de souris en développement suite à une absence complète de FDXR, provoquant leur 

létalité embryonnaire243. Des analyses subcellulaires réalisées sur des modèles HeLa déficients 

pour FDXR par siRNA ont permis de localiser cette surcharge en fer dans le compartiment 

mitochondrial lors de l’incubation des cellules dans un milieu standard ou supplémenté en 

FAC244.  

L’étude de l’entrée du fer a permis de mettre en évidence une accumulation de TfR1 

membranaire associée à une augmentation de son internalisation et un retard de recyclage dans 

les fibroblastes FDXR 1-2, empêchant ainsi ces cellules de limiter l’absorption de ce métal. 

Une hausse du TfR1, de l’IRP2 ainsi que de la production de ROS ont été décrites dans 

l’ensemble des modèles cellulaires et murins déficitaires en FDXR243–245. Bien que FDXR joue 

un rôle clé dans la stéroïdogenèse mitochondriale et que son déficit affecte le métabolisme des 

lipides246, aucune anomalie de palmitoylation, de CoA, ou même de déficit en lipoylation, n’a 

été rapportée, contrairement aux fibroblastes AF. 
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De plus, l’analyse de la régulation du TfR1 en présence de fer a montré que seulement le patient 

FDXR 2 (S1 dans l’article 2) possède une dérégulation de ce récepteur semblable aux 

observations réalisées dans les cellules patients AF. En revanche, aucune différence de 

régulation du TfR1 n’a été observée chez le patient FDXR1 (S5 dans l’article 2), suggérant que 

ce récepteur n’est pas l’acteur majeur responsable de la dérégulation de l’homéostasie du fer. Il 

semblerait que les mécanismes orchestrant une accumulation en fer soient quelque peu 

différents de ceux de l’AF, en impliquant directement des acteurs connus de cette voie. En effet, 

l’absence complète d’IRP2 permet de supprimer totalement la surcharge en fer mitochondriale 

due à un déficit de FDXR243. De plus, l’expression de FDX2, un substrat de FDXR, permettrait 

de limiter l’action d’IRP2 et donc la surcharge en fer dans le cadre de cancers243. L’IRP2 

pourrait ainsi être un modulateur du contenu en fer dans la mitochondrie lors d’un déficit en 

FDXR. Cependant, les mécanismes d’actions directes ou indirectes de FDXR sur l’IRP2 restent 

encore à définir. 

L’absence de toute dérégulation de l’homéostasie du fer dans les cellules FDXR 3 suggère que 

la nature de la mutation a un impact majeur dans l’établissement de la surcharge en fer. Bien 

que la protéine ferrédoxine réductase soit diminuée dans les fibroblastes des trois patients 

FDXR, les défauts de l’activité de cette enzyme peuvent être différents. En effet, il a été rapporté 

que seul un déficit enzymatique de FDXR provoque une diminution de l’activité des complexes 

II et III due à un défaut de biogenèse des centres Fe-S mitochondriaux dans les fibroblastes de 

patients245. Il semble donc primordial de déterminer l’impact de ces différentes mutations sur 

l’activité enzymatique de la ferrédoxine réductase dans le but d’appréhender leurs influences 

dans un dysfonctionnement des ISC et leurs conséquences cellulaires. 

L’étude de cellules de patients IBA57, NFU1 et NUBPL n’a révélé aucune altération du contenu 

en fer ainsi que de l’expression du TfR1 et de la ferritine démontrant que les acteurs impliqués 

dans les étapes finales des ISC n’affectent pas l’homéostasie du fer. De précédentes études ont 

montré qu’une diminution d’IBA57 était corrélée à une augmentation de l’activité des IRP247 

ainsi que de la synthèse des ROS248 mitochondriaux et cellulaires sans affecter la quantité de 

TfR1 et de ferritine247. En absence d’IBA57, le fer a tendance à s’accumuler progressivement 

au niveau des protéines ISCA sans occasionner de surcharge ferrique247. Bien que les protéines 

NFU1 et NUBPL soient toutes les deux capables de se lier directement au fer, des études menées 

in vivo chez la levure ou sur des cellules de patients n’ont décrit aucune modification du contenu 

en fer249,250.  
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Pour conclure, seules les mutations touchant des acteurs précoces de l'assemblage des ISC 

(FDXR et FXN) donnent lieu à une accumulation de fer, contrairement aux altérations géniques 

affectant des facteurs de maturation ou de transfert des ISC (IBA57, NFU1 et NUBPL). Cette 

hétérogénéité phénotypique pourrait ainsi constituer un critère de classification dans les 

maladies à centres Fe-S afin de déterminer si la synthèse des centres Fe-S cytosoliques (CIA) 

peut être affectée ou non. Néanmoins, la base des mécanismes impliqués dans cette surcharge 

en fer mitochondrial reste encore à éclaircir.  
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Partie IV : Étude de l’homéostasie du fer dans les 

neurodégénérescences avec accumulation de fer dans le cerveau 

(NBIA) 
 

Contexte : 

Les NBIA représentent un groupe génétiquement hétérogène de patients présentant une 

surcharge en fer dans les noyaux gris du cerveau. La maladie se manifeste par un syndrome 

extrapyramidal, une dystonie et une choréo-athétose. L’évolution de cette maladie est souvent 

très rapide chez les jeunes enfants conduisant à des symptômes sévères. Les traitements 

administrés (chélateurs et antioxydants) n’ont que des effets partiels et une meilleure 

compréhension globale des mécanismes physiopathologiques des NBIA permettrait 

d’envisager de nouvelles pistes thérapeutiques. 

Ainsi, l’enjeu de cette étude réalisée par un autre étudiant en thèse avec ma participation a été 

d’identifier en premier lieu de nouveaux gènes de NBIA, REPS1 et CRAT, chez des patients 

présentant une accumulation de fer dans le cerveau. Dans un second temps, nous avons essayé 

de comprendre le mécanisme de la surcharge en fer dans cette maladie via la caractérisation de 

fibroblastes de patients porteurs de mutations dans les gènes PANK2, PLA2G6, FA2H, 

C19ORF12, REPS1 et CRAT.  
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Table S1. Gene mutations and pathogenicity. 

 

 

 

Subjects Gene Nucleotide 
variation 

AA change SIFT MutationTaster Polyphen dbSNP ExAc ESP frequencies  

  PANK2 
NM_153638.2 

c.1411A>G p.(S471G) Deleterious 
(score: 0, 
median: 3.94 

disease causing 
(p-value: 1) 

Probably damaging with a score of 0.996 
(sensitivity: 0.36; specificity: 0.97) 

none none   

  PLA2G6 
NM_001349864.1 

c.351C>G p.(His117Gln) Tolerated 
(score: 0.09, 
median: 2.94) 

disease causing 
(p-value: 1) 

Probably damaging with a score of 0.968 
(sensitivity: 0.61; specificity: 0.93) 

rs149653983 T=0.039%   

c.956C>T p.(Thr319M) Tolerated 
(score: 0.11, 
median: 2.94) 

disease causing 
(p-value: 1) 

Possibly damaging with a score of 0.879 
(sensitivity: 0.71; specificity: 0.89) 

none none MAF A < 0.01/1 

  PLA2G6 
NM_001349864.1 

c.109C>T p.(Arg37*)        rs200075782 T= 0.0037%   

c.386T>C p.(Leu129Pro) Deleterious 
(score: 0.04) 

disease causing 
(p-value: 1) 

Probably damaging with a score of 0.909 
(sensitivity: 0.69; specificity: 0.90) 

rs374746113 C=0.0041%   

  C19ORF12 
NM_001031726.2 

c.244A>T p.(Lys82*)       none none   

c.424A>G p.(Lys142Glu) Tolerated 
(score: 0.12) 

disease causing 
(p-value: 0.973) 

Benign with a score of 0.053 (sensitivity: 
0.93; specificity: 0.64) 

rs146170087 G=0.24% MAF C < 0.01/11 

  FA2H 
NM_024306.4 

c.510_511del p.(Y170fs*)       none none   

Subjects 1-2 REPS1 
NM_001286611.1 

c.232G>C p.(Val78Leu) Deleterious 
(score: 0, 
median: 4.32) 

disease causing 
(p-value: 0.988) 

Benign with a score of 0.001 (sensitivity: 
0.99; specificity: 0.09) 

none none none 

c.338C>A p.(Ala113Glu) Deleterious 
(score: 0.04, 
median: 4.32) 

disease causing 
(p-value: 0.991) 

Benign with a score of 0.031 (sensitivity: 
0.94; specificity: 0.59) 

rs201191394 A=0.011% MAF T = 0.0001 

Subject 3 CRAT 
NM_000755.4 

c.962G>A p.(Arg321His) Deleterious 
(score: 0.03, 
median: 3.40) 

disease causing 
(p-value: 1) 

Probably damaging with a score 
of 0.999 (sensitivity: 0.09; specificity: 0.99) 

 rs138665095 A=0.0042% MAF T = 0.0001 
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I. Dérégulation de l’homéostasie du fer dans les défauts précoces de la 

biogenèse des ISC et les NBIA 

1. Surcharge en fer et stress oxydant 

La présence d’une accumulation de fer dans le cerveau des patients AF et NBIA nous a conduit 

à étudier l’homéostasie du fer afin d’essayer d’appréhender les mécanismes 

physiopathologiques sous-jacents. Les fibroblastes de patients présentent une hausse du 

contenu en fer légèrement plus prononcée dans les cellules AF que dans les NBIA, 

s’accompagnant d’un stress cytosolique et mitochondrial. Plusieurs études sur des modèles 

cellulaires et animaux déficitaires en frataxine ont montré une augmentation des ROS associée 

à des dépôts de fer dans les mitochondries90,102,169. Les souris KO PANK2 présentent également 

une élévation de la teneur en fer dans le compartiment cytosolique et mitochondrial251. Des 

signes de stress oxydatif ont été détectés dans des cellules de patients PANK2 dont leur 

production a fortement augmenté à la suite d’une exposition en fer252. 

Au niveau physiologique, la voie d’absorption du fer privilégiée par les cellules est la voie TBI. 

Cependant, la voie NTBI peut représenter une part importante de l’entrée du fer dans des 

conditions pathologiques. Nous avons ainsi essayé d’évaluer l’importance respective de 

chacune de ces deux voies dans la dérégulation de l’homéostasie du fer. Une incubation avec 

une source de NTBI, dix fois plus importante que les conditions physiologiques, a augmenté 

entre 8 à 10 fois le contenu en fer dans les fibroblastes AF contre une hausse 3 fois supérieures 

dans les cellules contrôles. En revanche, une supplémentation en holo-Tf, correspondant à la 

concentration plasmatique physiologique, conduit à une accumulation de fer encore plus 

massive avec des teneurs 20 fois supérieures à la normale dans des cellules déficitaires en 

frataxine, suggérant que la voie TBI serait majoritairement impliquée dans la surcharge en fer 

dans les fibroblastes de patients AF. De plus, la saturation de la transferrine est normale, voire 

légèrement diminuée dans les analyses sanguines des patients AF (source : service génétique 

de Necker). Ces données cliniques nous laissent penser que l’holo-Tf serait la principale source 

de fer plasmatique au détriment de la forme NTBI dans un contexte pathologique de l’AF. 

La dérégulation de l’homéostasie du fer dans les cellules de patients AF nous a amené à 

déterminer le contenu en fer dans d’autres défauts de biosynthèse des centres Fe-S. Cette étude 

a mis en évidence une surcharge en fer avec une hausse des enzymes antioxydantes SOD1 et 

SOD2 dans les cellules de deux patients FDXR. Des études précédentes ont montré que la perte 
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de l’activité ferrédoxine réductase entraînait une accumulation de fer mitochondrial avec une 

augmentation significative de la production de ROS244,245. Cette incapacité à limiter l’entrée du 

fer n’est pas systématiquement rencontrée lors d’un déficit en FDXR. Il paraît donc primordial 

de déterminer les pertes fonctionnelles de cette protéine dans le but de comprendre si une 

décroissance d’activité est systématiquement corrélée à une dérégulation de l’homéostasie du 

fer. Une autre alternative serait de définir l’importance du déficit en protéines à centres Fe-S 

chez les trois patients FDXR afin de comprendre les différences phénotypiques observées.  

2. Régulation de l’homéostasie du fer cellulaire 

Le contenu en fer intracellulaire est régulé au niveau post-transcriptionnel par le système 

IRP/IRE dont l’action ne semble pas être altérée dans les fibroblastes de patients AF, FDXR et 

NBIA. En revanche, l’ensemble de ces cellules présente une quantité anormale de TfR1 et de 

ferritine lors d’une supplémentation en fer, reflétant une surcharge de ce métal. La capacité de 

l’IRP1 à se lier aux IRE s’est révélée augmentée dans les fibroblastes et les lymphoblastes AF67  

ainsi que dans des cellules déficitaires en FDXR244. Cependant, cette hausse de la capacité de 

liaison IRP1/IRE s’accompagne d’une perte progressive de l’activité aconitase dans les souris 

présentant un déficit conditionnel en FXN175. Ce déficit en aconitase cytosolique est 

systématiquement constaté dans les modèles AF et FDXR67,90,244 en raison d’un déficit de 

biogenèse des centres Fe-S. Néanmoins, la régulation post-transcriptionnelle est 

majoritairement exercée par l’IRP2 in vivo253, sans que son activité ne soit affectée dans le 

foie176, ni détectée dans le cœur de modèles murins AF175. De plus, nous avons constaté que la 

quantité d’IRP2 diminue en présence de fer, démontrant que ce système semble fonctionner 

correctement dans les cellules de patients AF et de NBIA. Une étude de l’activité des IRP sera 

mise en œuvre pour confirmer cette hypothèse.  

En revanche, une hausse de l’activité de liaison de l’IRP2 sur les motifs IRE, également 

associée à une élévation de la quantité de TfR1, a été rapportée dans des cellules HeLa 

déficitaires en FDXR244. Nous avons constaté que la dérégulation de ce récepteur n’est pas un 

phénomène constant dans les défauts de FDXR contrairement aux fibroblastes AF et NBIA. Il 

se pourrait donc que l’accumulation du TfR1 résulte d’une modulation de la régulation du 

système IRP/IRE en fonction des variants géniques FDXR testés.  

Malgré la régulation par les IRP, nous avons observé une augmentation du TfR1 dans les 

fibroblastes de patients Friedreich et de NBIA. Ce phénomène a également été constaté dans le 

tissu cardiaque de modèles murins AF dès 4 semaines de vie254 ainsi que dans les cellules de 
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Purkinje au niveau du cervelet vers 13,5 semaines224. Cet échappement du TfR1 suggère que 

ce récepteur est sujet à un autre niveau de régulation qui pourrait être anormal dans les cellules 

de patients AF et de NBIA.  

3. Dérégulation de TfR1 et accumulation de fer 

Nous avons émis l’hypothèse que l’accumulation du TfR1 pouvait être responsable de la 

surcharge en fer observée.  Notre étude a mis en évidence une accumulation de ce récepteur à 

la membrane plasmique associée à une augmentation de l’endocytose de la transferrine dans les 

fibroblastes AF, FDXR et NBIA. Le TfR1 faisant l’objet de nombreux cycles d’internalisations 

et de recyclages avant d’être dégradé, nous nous attendions à observer une accélération de la 

dynamique de recyclage du complexe Tf/TfR1 en cohérence avec une hausse de sa cinétique 

d’endocytose. Cependant, le recyclage de la Tf n’est pas aussi rapide que son internalisation, 

évoquant la possibilité d’une dégradation anormale du TfR1 en raison du déroutage des 

vésicules vers les lysosomes ou le protéasome.   

Un excès de fer promeut la dégradation du TfR1 à la fois par ubiquitylation et par la voie 

lysosomale255. Une expérience de localisation des agrégats périnucléaires de Tf a été menée 

dans les fibroblastes de NBIA en présence d’un marqueur lysosomal, Lamp2, et a révélé que la 

quantité de vésicules Tf/Lamp2 positives était plus faible que dans les cellules contrôles, 

démontrant que les vésicules d’endocytose ne sont pas acheminées vers le compartiment 

lysosomal pour y être dégradées. Une étude plus approfondie de ces vésicules a mis en évidence 

une colocalisation avec Rab11, nous permettant d’affirmer qu’il s’agit de vésicules de recyclage 

tardif. Ces données mettent ainsi en évidence que le TfR1 n’est pas dégradé dans le 

compartiment lysosomal mais retourne à la membrane par une voie lente de recyclage. 

Toutefois, nous ne pouvons pas exclure à ce stade une possible dégradation du TfR1 par le 

protéasome. Des expériences complémentaires basées sur le taux d’ubiquitination de ce 

récepteur et/ou l’utilisation d’inhibiteur du protéasome devront être mises en œuvre pour 

exclure définitivement cette hypothèse.  

II.Palmitoylation de protéines, un nouveau niveau de régulation de l’entrée 

du fer cellulaire 

1. Défaut de palmitoylation du TfR1 

Pour essayer de comprendre la dérégulation du TfR1 dans les cellules de patients AF et de 

NBIA, nous nous sommes intéressés aux modifications post-traductionnelles de ce récepteur. 



189 

 

 

Le TfR1 peut subir l’addition réversive de plusieurs groupements prosthétiques dont seulement 

deux ont un impact fonctionnel sur son activité. Un défaut de glycosylation du TfR1 provoque 

une baisse de son expression à la surface cellulaire134 tandis qu’une absence de palmitoylation 

conduit à une augmentation de la quantité de TfR1 membranaire et de son endocytose132. Nous 

avons étudié le taux de palmitoylation du TfR1 qui s’est révélé fortement déficitaire dans les 

fibroblastes AF et de NBIA. Une augmentation du taux de palmitate a permis de diminuer la 

quantité de récepteurs à la surface cellulaire et de limiter drastiquement le contenu en fer dans 

les cellules de patients Friedreich. Une baisse de la ferritine a également été constatée dans les 

cellules NBIA en parallèle de la restauration partielle du taux de palmitoylation du TfR1. Par 

conséquent, l’hypopalmitoylation du TfR1 est directement liée à une absorption anormale de 

fer et à la surcharge de ce métal dans les cellules de patients AF et de NBIA. Nonobstant, ces 

faits ne pourront s’avérer exacts qu’après la quantification du contenu en fer dans les 

fibroblastes NBIA à l’issu d’un traitement provoquant une augmentation du taux de 

palmitoylation du TfR1. 

La palmitoylation du TfR1 est un mécanisme d’acylation de protéines permettant de moduler 

sa localisation subcellulaire en quelques minutes256. Le TfR1 non palmitoylé est 

majoritairement présent à la membrane plasmique tandis que le pool de TfR1 palmitoylé est 

situé dans le cytoplasme. En revanche, la régulation post-transcriptionnelle du TfR1 par le 

système IRP/IRE requiert plusieurs heures257. L’acylation du TfR1 pourrait ainsi constituer une 

alternative efficace et rapide pour la modulation du contenu en fer cellulaire. Cependant, 

l’impact physiologique de ce défaut d’ajout de palmitate sur le TfR1 n’a jamais été démontré 

in vivo.  

Les fonctions des protéines palmitoylées restent encore largement méconnues. Néanmoins, des 

preuves de l’implication du niveau d’acylation de protéines dans des pathologies humaines ont 

été mises en évidence ces dernières années. En effet, des altérations de la palmitoylation 

peuvent contrôler de manière substantielle l'excitabilité cardiaque constituant un facteur 

important dans les arythmies acquises et congénitales258. Les protéines palmitoylées jouent 

également un rôle prépondérant dans les fonctions synaptiques et dans la physiopathologie de 

maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, la schizophrénie, la maladie de 

Huntington, et des déficiences intellectuelles où près d’une dizaine de protéines différentes ont 

présenté des défauts d’acylation259. Ces découvertes nous laissent penser que 
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l’hypopalmitoylation du TfR1 pourrait jouer un rôle dans le développement de la 

physiopathologie de l’AF et des NBIA.  

2. Palmitoylation et NTBI 

L’absorption du fer sous la forme de citrate d’ammonium de fer (FAC) ne fait pas intervenir le 

TfR1. Son hypopalmitoylation n’a donc aucun impact dans la surcharge en fer induite lors de 

l’incubation des cellules en présence de FAC. Il est possible que des protéines de la voie NTBI 

subissent également une palmitoylation et qu’elle soit anormale dans les cellules de patients 

AF. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons supplémenté les cellules en présence de FAC 

avec du 2-bromopalmitate (2BP), un inhibiteur de la palmitoylation des protéines. Nous avons 

observé une exacerbation de la surcharge en fer dans les cellules de patients AF cultivées avec 

du 2BP. Par conséquent, le défaut de palmitoylation semble être étendu à plusieurs protéines 

de l’homéostasie du fer impliquées dans la voie NTBI et TBI. Dans ce sens, il pourrait être 

intéressant de regarder le profil d’acylation globale des protéines cellulaires en imagerie à l’aide 

d’une sonde fluorescente Alk-16256 ou par étude protéomique260. Une analyse du taux de 

palmitoylation de certains acteurs de la voie TBI et/ou NTBI, tels que DMT1, Steap3, ou ZIP14, 

permettrait également d’appréhender l’impact de l’acylation de ces protéines dans l’absorption 

du fer cellulaire. 

3. Hypopalmitoylation liée à un défaut de synthèse du CoA 

L’acide palmitique, ou palmitoyl-CoA, est incorporé aux apoprotéines dans le cytosol par des 

palmitoyl acyl transférases et retiré sous l’action des palmitoyl thioestérase (Figure 43). Ce 

palmitoyl-CoA est synthétisé à partir de CoA et de palmitate. Ces précurseurs étant obtenu à 

partir d’acétyl-CoA lors de la biosynthèse des acides gras, le substrat prépondérant dans la 

palmitoylation de protéines est donc l’acétyl-CoA cytosolique. Ce substrat est initialement 

fabriqué dans la mitochondrie par le processus de β-oxydation des acides gras et de la 

décarboxylation oxydative du pyruvate à partir du CoA avant d’être exporté vers le cytosol sous 

forme de citrate et dans une moindre mesure d’acétate. Dans le cytosol, l’acétyl-CoA permet la 

synthèse des acides gras tel que le palmitate et l’acétylation des protéines.   

La voie de synthèse du CoA fait intervenir quatre enzymes dont deux sont mutées dans les 

NBIA (Figure 42). Le CoA mitochondrial est obtenu exclusivement par sa biosynthèse de novo 

à partir de la transformation de pantothénate (vitamine B5) issu de l’alimentation sous l’action 

de PANK2, PPCS, PPCDC et de la CoA synthase, codée par COASY (Figure 42). Dans la 
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mitochondrie, le CoA est transformé en acétyl-CoA par décarboxylation oxydative du pyruvate 

par la PDH où il entrera dans le cycle de Krebs ou permettra l’acétylation de protéines. Cet 

acétyl-CoA peut être converti de nouveau en CoA sous l’action de CRAT (Figure 42).  

 

Figure 42 : Représentation synthétique de la voie de synthèse de l’acétyl-CoA mitochondriale à partir de la 

décarboxylation oxydative du pyruvate via la pyruvate déshydrogénase (PDH). Cette réaction nécessite un 

apport de CoA synthétisé par le métabolisme du pantothénate faisant intervenir des enzymes impliquées dans les 

NBIA (en violet). Une diminution de ces enzymes conduit à un déficit en CoA. La PDH est active sous sa forme 

lipoylée dont son état de lipoylation est sous le contrôle des enzymes LIAS, LIPT1 et LIPT2. La LIAS est une 

protéine contenant un centre Fe-S dont la biogenèse est affectée dans plusieurs défauts des ISC. Les déficits en 

ISC que nous avons étudiés au cours de cette étude sont indiqués en rouge. Dans la mitochondrie, l’acétyl-CoA 

peut rentrer dans le cycle de Krebs ou servir à l’acétylation des protéines. Cette modification post-traductionnelle 

conduit à l’inactivation des protéines mitochondriales. La désacétylation fait intervenir la sirtuine 3 (SIRT3) dont 

l’action est dépendante du NAD+. Le cycle de Krebs implique des protéines à centre Fe-S, l’aconitase et la 

succinate déshydrogénase (SDHB), ainsi qu’une protéine lipoylée, α-cétoglutarate déshydrogénase (KGDH), qui 

sont déficitaires dans l’AF. Le citrate et l’acétate formés respectivement à partir du cycle de Krebs et de la 

désacétylation de protéines seront exportés vers le cytosol pour la synthèse de l’acétyl-CoA. Le citrate est la source 
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majeure d’acétyl-CoA cytosolique dans des conditions physiologiques. PPCS : Phosphopantothenoyl-cystéine 

synthétase. PPCDC : Phosphopantothenoyl-cystéine décardoxylase. 

 

Une mutation de PANK2 ou COASY conduit à un déficit en CoA261,262. Nous avons démontré 

que les cellules de ces patients présentent une hypopalmitoylation du TfR1 qui est partiellement 

restaurée grâce à une supplémentation en CoA. Ces éléments nous permettent d’établir un lien 

direct entre le défaut de palmitoylation et une altération de la biosynthèse de CoA. Dans ce 

sens, des essais cliniques sont actuellement en cours d’évaluation sur l’utilisation d’un dérivé 

du CoA, le CoA-Z, chez des patients PKAN (source : clinicaltrial.gov).  

Des observations semblables ont également été réalisées dans les fibroblastes de patients AF. 

Cependant, la relation entre le déficit en CoA intracellulaire et la baisse d’expression de 

frataxine n’est pas évidente. Pour essayer de comprendre cette interaction, nous nous sommes 

focalisés sur la principale conséquence du défaut en FXN, une altération de la biogenèse des 

ISC. Nous avons ainsi essayé de déterminer si une ou plusieurs protéines à centre Fe-S étaient 

impliquées dans la formation d’acétyl-CoA. Ce dernier peut être synthétisé sous l’action de la 

pyruvate déshydrogénase (PDH) dont l’activité est dépendante de son niveau de lipoylation, 

qui s’est retrouvé déficitaire dans le cœur de souris MCK dès 8 semaines de vie225. Nous avons 

également observé que la lipoylation de la PDH était également plus faible dans les fibroblastes 

AF comparativement aux cellules contrôles. L’ajout d’acide lipoïque sur les protéines 

réceptrices est permis grâce à l’action de l’acide lipoïque synthase (LIAS), une protéine à centre 

Fe-S. Il est donc probable que l’hypopalmitoylation des protéines résulte directement d’un 

déficit des ISC provoquant une baisse du pool d’acétyl-CoA intracellulaire (Figure 42). 

Au-delà de la quantité d’acétyl-CoA libre pour l’acylation des protéines, la seconde limitation 

de ce processus serait la disponibilité de l’acide palmitique (C16:0) (Figure 43). Le modèle 

knock down pour fh1, l’homologue drosophile de FXN, présente une augmentation de la 

quantité de lipides libres dont des acides gras C16:0185. Cette dyshoméostasie lipidique a été 

rapportée dans plusieurs modèles cellulaires et animaux de l’AF90,108,263,264. Ces éléments nous 

permettent ainsi d’exclure qu’une carence en palmitate soit également impliquée dans le défaut 

d’acylation des protéines.  

Cette altération de l’homéostasie des lipides n’est pas exclusive à l’AF et a été décrite dans de 

nombreuses maladies neurodégénératives dont les NBIA. Les produits des gènes PLA2G6 et 

FA2H sont impliqués respectivement dans le remodelage des lipides membranaires ainsi que 

dans la dégradation des phospholipides ou des céramides, un type de sphingolipides. Une 
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accumulation de ces lipides dans le cerveau provoque une neurotoxicité265,266. Une hausse de la 

synthèse des sphingolipides a également été rapportée dans l’AF avant l’apparition des 

symptômes neurologiques185,267. Ces sphingolipides régulent les exosomes et d’autres 

mécanismes de sécrétion qui peuvent contribuer soit à la propagation des protéines 

neurotoxiques entre les cellules du cerveau, soit à leur élimination268. Des interactions 

anormales entre sphingolipides et protéines seraient responsables, au moins en partie, de 

mauvaises conformations de certains isoformes protéiques tels que le peptide b amyloïde dans 

la maladie d'Alzheimer, la huntingtine dans la maladie de Huntington, l’α-synucléine dans la 

errmaladie de Parkinson, et des prions dans les encéphalopathies transmissibles269. La 

perturbation du métabolisme des lipides étant un mécanisme commun aux symptômes 

neurodégénératifs, il a été proposé que ces acides gras puissent constituer un biomarqueur de 

ces pathologies269–271. 

4. Rôle des protéines à centre Fe-S dans la synthèse du CoA 

Le déficit en protéines à centre Fe-S semble jouer un rôle majeur dans la surcharge en fer 

cellulaire dans l’AF. Malgré leur impact commun dans le processus de biogenèse des centres 

Fe-S, tous les défauts des ISC n’aboutissent pas aux mêmes conséquences fonctionnelles sur 

l’homéostasie du fer. Nous avons montré que seules des cellules déficitaires dans des protéines 

impliquées dans les premières étapes de la synthèse des ISC (frataxine et ferrédoxine réductase) 

conduisaient à une dérégulation de l’homéostasie du fer. Des études précédentes ont également 

démontré que le déficit des protéines du stade précoce de la voie de synthèse des ISC telles que 

ISCU, LYRM4, FDX1 et FDX2 provoquait une accumulation de fer mitochondrial. En 

revanche, nous n’avons observé aucune surcharge en fer dans les fibroblastes de patients 

présentant une mutation dans les gènes NFU1, NUBPL ou IBA57. Par ailleurs, ces patients ne 

présentent aucune altération de l’homéostasie du fer sur le plan clinique272. Les protéines 

impliquées dans les stades tardifs des ISC peuvent être spécialisées dans le transfert des centres 

Fe-S à certaines apoprotéines réceptrices (Figure 42).  Nous avons d’abord pensé que cette 

spécificité d’incorporation des centres Fe-S pouvait être responsable des variations des 

phénotypes observées.  

Cependant, les fibroblastes présentant un déficit dans les protéines de la voie de synthèse de 

l’acide lipoïque (LIPT1 et LIPT2) n’ont aucune accumulation de fer malgré un déficit de la 

lipoylation de la PDH et de CoA273. Ces données ajoutent une dimension plus complexe à notre 

compréhension des déficits en CoA/acétyl-CoA. Il est connu que la quantité de CoA dans la 
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cellule n’est pas uniformément répartie et diffère considérablement selon les compartiments274. 

La concentration de CoA mitochondriale est de l’ordre de 2,2 à 5,0 mM tandis que les 

concentrations cytosoliques sont nettement plus faibles, entre 0,02 et 0,14 mM, selon le type 

cellulaire275. Dans des conditions physiologiques, la majorité du CoA et d’acétyl-CoA est 

générée dans la mitochondrie et ensuite transportée dans les autres compartiments par un 

système actif de transporteurs. Seuls les pores nucléaires ont la capacité de faire passer 

librement l’acétyl-CoA du cytoplasme vers le noyau (Figure 43). Cependant, dans certaines 

conditions pathologiques, le compartiment cytosolique est capable de produire de l’acétyl-CoA 

afin de subvenir aux besoins cellulaires. La biodisponibilité du CoA/acétyl-CoA est ainsi 

finement régulée au sein d’un compartiment et les flux inter-organelles sont influencés par les 

besoins énergétiques. Dans ce contexte, il est possible d’imaginer que les déficits en 

CoA/acétyl-CoA observés dans les divers défauts des ISC ne sont pas semblables entre les 

compartiments cellulaires et modulent ainsi des voies métaboliques affectées.  

Figure 43 : Représentation de la synthèse de l’acétyl-CoA cytosolique et nucléaire ainsi que de son devenir 

cellulaire. L’acétyl-CoA cytosolique est majoritairement issu de la transformation du citrate, exporté de la 
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mitochondrie (flèches orange), par l’ATP citrate lyase (ACLY). Dans certaines conditions, l’acétate permet 

également de générer de l’acétyl-CoA via l’acétyl-CoA synthétase (ACSS). En cas de défaut de synthèse 

mitochondriale, la dégradation du pyruvate permet de générer ces deux substrats pour la biogenèse d’acétyl-CoA 

(flèche noires). L’acétyl-CoA peut circuler librement entre les compartiments cytosoliques et nucléaires. Dans le 

noyau, il permet l’acétylation des histones sous l’action des histones acétylases (HAT). Sa désacétylation fait 

intervenir des histones désacétylases (HDAC) et induit la formation d’acétate qui pourra être retransformé en 

acétyl-CoA sous l’action de l’ACSS. Dans le cytosol, le pool d’acétyl-CoA sert également à modifier les protéines 

et ainsi à bloquer les processus d’autophagie cellulaire. L’acétyl-CoA est également le précurseur de la synthèse 

des lipides tel que le palmitate ainsi que du CoA. L’addition de ces deux substrats génère du palmitoyl-CoA 

indispensable pour la palmitoylation du TfR1 via la palmitoyl acyl transférase. Cette modification post-

traductionnelle des protéines est réversible et elle peut être éliminée grâce à la palmitoyl thioestérase. 

 

Cette hypothèse est notamment soutenue par les besoins abondants en CoA/acétyl-CoA lors du 

développement embryonnaire et pendant la régulation de l’embryogenèse276. De plus, 

l’extinction totale des protéines du stade précoce de la biogenèse des ISC (FXN, NFS1, 

LYRM4, ISCU, FDX1, FDXR) engendre une létalité embryonnaire chez la souris alors qu’une 

absence d’expression des protéines de la phase tardive (GLRX5, NFU1, NUBPL, IBA57) 

conduit à des organismes viables277.  

 

5. Ampleur du déficit du CoA et de l’acétyl-CoA 

Comme le CoA et l’acétyl-CoA sont des métabolites intermédiaires centraux impliqués dans de 

nombreux processus cellulaires, nous avons essayé de comprendre comment leur réduction peut 

conduire aux différentes manifestations rencontrées dans les défauts des ISC, de l’AF et des 

NBIA. Malheureusement, le CoA ou l’acétyl-CoA sont généralement quantifiés sur des extraits 

cellulaires ou tissulaires entiers et très peu d’études ont pu mesurer des changements de 

concentrations subcellulaires de ces métabolites275. Nous nous sommes donc concentrés à 

répertorier les différentes observations faites chez les patients et dans différents modèles d’AF 

et de NBIA afin d’additionner des arguments en faveur d’une altération potentielle de la 

distribution et de la biodisponibilité du CoA à travers différents compartiments subcellulaires.  

 

L’acétylation des protéines mitochondriales : 

L’acétylation constitue le principal mécanisme de régulation des protéines mitochondriales278 

et se produit principalement de manière spontanée279 alors que la désacétylation nécessite 

systématiquement l’action de sirtuines (SIRT) dépendante du NAD+ 280 (Figure 42). Des 

modèles murins AF présentent une hyperacétylation de protéines mitochondriales dans le cœur 

due à une inhibition de la désacétylase SIRT3 provoquant l’apparition de l’hypertrophie 

cardiaque281,282. Cependant, cette hyperacétylation est quelque peu en contradiction avec une 
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baisse de production en acétyl-CoA suite à une diminution de l’activité de la PDH et une baisse 

de la quantité de CoA. La quantité d’acétyl-CoA produite étant très faible, il se peut qu’il soit 

directement incorporé aux apoprotéines réceptrices par des mécanismes non enzymatiques au 

détriment de son utilisation dans d’autres voies métaboliques. Une diminution conjointe de 

l’activité des désacétylases peut ainsi conduire à une hyperacétylation progressive des protéines 

au long court.  

Aucun défaut d’acétylation de protéines mitochondriales n’a été rapporté dans d’autres défauts 

de synthèse des ISC. Cependant, plusieurs preuves soutiennent l’impact des centres Fe-S dans 

la variation d’activité de SIRT3 dont notamment : 1) une baisse de la production de NAD+ suite 

à une diminution de l’activité du complexe I de la chaîne respiratoire dans le cœur ou les tissus 

musculaires des patients FXN, ISCU, LYRM4, FDX1-2, NUBPL, NFU1 et IBA57272, 2) une 

prévalence de l’hyperglycémie dans l’ensemble des défauts des ISC provoquant une altération 

de lipoylation des protéines (FXN, GLRX5, IBA57, NFU1 et BOLA3)283,284 et 3) le rôle 

protecteur de l’expression de SIRT3 dans les mécanismes de résistance à l’insuline et la 

prédisposition au diabète285. Ces éléments évoquent ainsi une corrélation entre un défaut de 

lipoylation de protéines et l’apparition de symptômes métaboliques tel que le diabète. Une 

faible production d’acétyl-CoA couplée éventuellement à un défaut de l’activité des 

désacétylases mitochondriales semblent être des éléments importants pour l’émergence du 

diabète et des atteintes cardiaques, plaçant ainsi la mitochondrie et notamment la biogenèse des 

ISC en tant qu’acteur majeur des voies métaboliques cellulaires dans ces tissus. L’implication 

de SIRT3 dans les défauts de la biogenèse des ISC est actuellement en cours d’étude (A.S. 

Martin, Duke University). 

 

L’acétylation des histones : 

L’acétylation de protéines nucléaires est impliquée dans le remodelage de la chromatine et 

l’expression des gènes à travers la modification des histones. L’acétylation des histones est 

dépendante du niveau d’acétyl-CoA ainsi que de l’activité des histones acétylases (HAC) et 

désacétylases (HDAC)280 (Figure 43). Une hypoacétylation des histones H3 et H4 associée à 

une hyperméthylation de H3 a été rapportée dans des cellules de patients AF53 promouvant ainsi 

l’hétérochromatinisation du locus FXN. Ces éléments sont ainsi en faveur d’une baisse de pool 

d’acétyl-CoA nucléaire. 
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Les pools d’acétyl-CoA cytosoliques et nucléaires peuvent se renouveler de manière 

indépendante en cas de défaut de synthèse mitochondriale ou dans des conditions 

physiologiques particulières telle que l’hypoxie275. Ces deux compartiments possèdent des 

mécanismes de génération d’acétyl-CoA à partir de l’acétate via l’acétyl-CoA synthase par un 

processus dépendant de l’ATP ou de citrate via l’ATP citrate lyase (ACLY) et l’aconitase 1286 

(Figure 43). Dans l’AF, le déficit en frataxine conduit à une baisse de la production d’ATP287 

ainsi qu’à un déficit en aconitase 1, une protéine à centre Fe-S. De plus, une étude a montré que 

l’hypoxie permettait d’atténuer les symptômes neurologiques dans les modèles murins shFXN 

sans affecter la progression de la pathologie cardiaque288. Ces données suggèrent que les 

mécanismes de production d’acétyl-CoA cytosoliques et nucléaires sont également impactés 

dans les cellules déficitaires en frataxine et pourraient être responsables des désordres 

neurologiques observés. 

 

L’autophagie : 

Le pool d’acétyl-CoA cytosolique joue également un rôle majeur dans l’induction de 

l’autophagie et les dynamiques des radeaux lipidiques, dont sa déplétion affecte 

considérablement ces processus cellulaires289 (Figure 43).  La formation de phagosome peut 

être appréhendée par la quantité de LC3BII qui est augmentée dans les fibroblastes de patients 

NBIA, démontrant la présence d’autophagosomes. Cet autophagosome doit ensuite fusionner 

avec un lysosome pour former un autolysosome et dégrader le matériel cellulaire. Une hausse 

de vésicules positives à LC3BII et à SQSTM1, une protéine cargo de l’autophagosome, associée 

à l’accumulation d’agrégats positifs à l’ubiquitine, révèle un blocage de l’autophagie cellulaire 

dans les neurones de souris KO conditionnel pour WDR45, un autre gène de NBIA290,291. Les 

cellules déficientes en ATP13A2 (syndrome du Fufor-Rakeb) ont montré une altération de 

l’induction de l’autophagie292. Par conséquent, l’altération de ce processus dans les NBIA 

suggère que la quantité de d’acétyl-CoA cytosolique est diminuée.  

Un défaut d’autophagie conduisant à l’agrégation de protéines est une caractéristique commune 

de plusieurs maladies neurodégénératives telles que la maladie de Huntington293, la maladie de 

Parkinson294, la maladie l’Alzheimer295. En revanche, l’impact d’un déficit en frataxine dans 

les mécanismes d’autophagie est contradictoire selon les modèles108,109,296. Toutes les études 

constatent néanmoins qu’une augmentation de l’autophagie est bénéfique pour la survie des 

modèles animaux et pour promouvoir les réponses antioxydantes108,296.  
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Il est encore prématuré de tirer des conclusions sur les différences de concentrations de 

CoA/acétyl-CoA dans les diverses pathologies sans quantifications subcellulaires fiables. Bien 

que la mitochondrie joue un rôle prépondérant dans la synthèse de ce métabolite, une 

diminution de CoA/acétyl-CoA dans cette organelle ne semble pas suffisante pour induire une 

dérégulation de l’homéostasie du fer dans les déficits tardifs des ISC ou les défauts de 

lipoylation. Les altérations lipidiques, la sensibilité au stress oxydant, les problèmes 

d’autophagie et la dérégulation de l’homéostasie du fer observés dans des modèles cellulaires 

ou animaux d’AF et de NBIA suggèrent que de nombreuses voies métaboliques sous-jacentes 

sont imbriquées entre elles. Le déficit en CoA/acétyl-CoA semble ainsi s’étendre à plusieurs 

compartiments subcellulaires. Le mécanisme physiopathologique que nous avons décrit à 

travers l’hypopalmitoylation du TfR1 dans ces deux pathologies constitue un premier axe de 

recherche dans lequel il est nécessaire de poursuivre les investigations dans le but de mieux 

appréhender les désordres métaboliques sous-jacents.  

 

III. PIP5K1B, un gène d’atténuation ou d’amplification de la dérégulation de 

l’homéostasie du fer dans l’AF ? 

Notre étude préliminaire a montré l’existence d’une balance fine de régulation de l’expression 

de FXN et de PIP5K1B dans la modulation du contenu en fer cellulaire. Les cultures primaires 

de fibroblastes et les cellules immortalisées (HEK et HeLa) présentent des niveaux d’expression 

différents des protéines frataxine et pip5k1. En outre, FXN est beaucoup moins exprimé dans 

les fibroblastes contrôles que dans les cellules cancéreuses tandis que PIP5K1B est très exprimé 

dans les fibroblastes contrairement aux lignées HEK ou HeLa. De plus, les variations du TfR1 

et de la ferritine en réponse à la présence de fer sont plus importantes dans les cultures primaires 

que dans les cellules immortalisées. La combinaison des niveaux variables de la frataxine, de 

pip5k1, de la régulation de l’homéostasie du fer et du nombre de mitochondries entre les types 

cellulaires, ou éventuellement d’un organe à l’autre, pourrait participer à la tissu-spécificité de 

l’AF.  

La frataxine est une protéine ubiquitaire majoritairement exprimée dans le cœur, les muscles 

squelettiques, la moelle épinière, le cerveau et le pancréas236, en cohérence avec le 

développement de symptômes cliniques dans ces tissus. PIP5K1B possède deux transcrits 

majeurs détectés dans plusieurs tissus dont principalement le cerveau, la moelle épinière, le 
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cœur, et les muscles squelettiques236. Ces spécificités d’expression suggèrent que PIP5K1B 

pourrait également être responsable, au moins en partie, de la pathogénicité de l’AF.  

Nous avons ainsi étudié l’impact d’un déficit en frataxine et/ou pip5k1β dans l’homéostasie du 

fer. Une expression réduite de FXN provoque une dérégulation de l’homéostasie du fer 

semblable aux observations réalisées sur les cellules de patients AF. A l’inverse, un déficit de 

pip5k1β a des effets opposés sur le contenu en fer en diminuant la quantité de TfR1 

membranaire. Les phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinases de type 1 (pip5k1) permettent la 

conversion de PI4P en PI(4,5)P2, particulièrement abondant dans la membrane plasmique, les 

endosomes, les lysosomes et le noyau297. A la surface cellulaire, le PI(4,5)P2 est important pour 

initier l’endocytose de récepteur membranaire dans des vésicules de clathrines (Figure 44), 

pour la régulation des canaux ioniques et l’induction de signaux intracellulaires. Une baisse du 

taux de PI(4,5)P2 membranaire réduit l’internalisation de la Tf et ralentit son recyclage298, 

démontrant que la fusion de vésicule de recyclage à la membrane plasmique est également 

dépendante de ce phosphoinositide. Par conséquent, la réduction du contenu en fer 

intracellulaire observée dans les cellules déficitaires en pip5k1β pourrait résulter d’un déficit 

en PI(4,5)P2 membranaire. 

Dans un modèle murin, la suppression de PIP5K1C dans le cerveau, un isoforme de PIP5K1B, 

entraîne un défaut de recyclage des vésicules synaptiques299. La baisse de PI(4,5)P2 dans le tissu 

cérébral conduit à des altérations de dépolarisation dans les terminaisons nerveuses entraînant 

une létalité précoce suite à des défauts synaptiques importants chez la souris299. Cette 

endocytose dépendante du taux de PI(4,5)P2 membranaire est également perturbée dans la 

maladie d’Alzheimer où la synaptojanine ne permet pas de déphosphoryler le PI(4,5)P2 en PI4P 

lors de la seconde phase du processus d’endocytose (Figure 44)300. Ces éléments soutiennent 

ainsi qu’une baisse d’expression de PIP5K1B pourrait avoir un impact dans le développement 

de symptômes neurologiques de l’AF.  



200 

 

 

 

Figure 44 : Implication des phosphoinositides dans l'endocytose de vésicules de clathrine (adapté de Cullen 

et al.301). La transformation du PI(4)P en PI(4,5)P2 est requise pour initier les premières étapes d’endocytose, 

comportant la formation de la vésicule de clathrine jusqu’à sa scission membranaire. Une fois la vésicule formée 

et endocytée, le PI(4,5)P2 est converti en PI(4)P dans le cytoplasme. Plusieurs phosphoinositides kinases sont 

impliquées dans la transition du PI(4)P en PI(4,5)P2 et inversement telles que pip5k1β, la synaptojanine 1 

(synaptojanine 1-170 et synaptojanine 1-145), SHIP2 (inositol 5-phosphatase contenant un domaine SH2) et 

OCRL (syndrome oculo-cérébro-rénal de Lowe). 

Au niveau des lysosomes, la conversion du PI4P en PI(4,5)P2 par pip5k1β joue un rôle 

primordial dans la dernière étape de l’autophagie pour reformer une vésicule de lysosome 

autophagique à partir de l’autophagosome afin de maintenir l’homéostasie lysosomale302. La 

présence de PI(4,5)P2 permet le recrutement de clathrine au niveau de l’autolysosome303. Ainsi, 

PI(4,5)P2 affecte indirectement le mécanisme d’autophagie, en tant que précurseur de la 

formation de PI(3,4,5)P3. L’accumulation anormale d’autophagosome ou des défauts 

d’autophagie ont été largement décrits dans plusieurs désordres neurologiques tels que les 

NBIA, la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, les épilepsies, et des troubles 

neurodéveloppementaux300. 

Ces données témoignent ainsi qu’une baisse d’expression de PIP5K1B n’aurait aucun impact 

dans l’établissement de la dérégulation de l’homéostasie du fer observée dans les cellules de 

patients AF. Dans un contexte de diminution en frataxine, le déficit en PI(4,5)P2 ne semble pas 

suffisant pour limiter l’entrée du fer via l’endocytose du TfR1. Au contraire, nous avons 

constaté que ce phénotype était accentué sous l’effet d’une baisse de pip5k1β, suggérant que 
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des altérations de la voie des phosphoinositides s’ajouteraient aux modifications biochimiques 

induites par une baisse d’expression de FXN. Par conséquent, le retard de recyclage de la Tf 

observé dans les cellules AF pourrait être le reflet de la réduction de pip5k1β. La variabilité des 

altérations de l’autophagie dans différents modèles de l’AF pourrait également exprimer les 

modulations d’expression de PIP5K1B. Les nombreux modèles cellulaires et animaux qui ont 

été conçus en ciblant spécifiquement la frataxine ne peuvent ainsi prétendre représenter toute 

la complexité qui peut être envisagée dans l’AF, qui ne se limite pas forcément à une baisse de 

l’expression de FXN.  

Malgré nos connaissances limitées sur le rôle de PIP5K1B dans l’AF, un défaut de la voie de 

synthèse de phosphoinositide pourrait être un constituant de base de la pathogénicité de cette 

maladie. À l’image de la variation tissulaire de l’expression de FXN, les déficits de PI(4,5)P2 

varient considérablement d’un type cellulaire à un autre61. Pour un même patient, le déficit de 

ce phosphoinositide n’est que de 40% dans les fibroblastes alors qu’il peut atteindre près de 

60% dans les cellules sanguines61. De plus, les effets synaptiques d’une baisse de PI(4,5)P2 ne 

sont observés que pour des taux résiduels inférieurs à 50%299. L’impact de l’extinction de 

PIP5K1B peut ainsi considérablement varier selon les tissus. Il semble donc primordial de se 

rapprocher le plus possible des organes touchés par la maladie pour comprendre le rôle d’un 

défaut de pip5k1β dans l’établissement des mécanismes physiopathologiques de l’AF.  

 

IV. L’artésunate, une piste thérapeutique 

L’artésunate est un agent anti-malaria dont les thérapies combinatoires à bases d’artémisinine 

sont recommandées en tant que traitement de première intention dans les régions présentant un 

paludisme endémique grâce à son excellent profil de sécurité (source OMS). La présence 

importante de fer réduit (Fe2+) ou l’hème libre résultant de la dégradation de l’hémoglobine par 

P. falciparum entraîne l’activation des dérivés de l’artémisinine par le clivage des ponts 

endoperoxydes, produisant des radicaux libres et un stress oxydatif important qui endommagent 

les macromolécules du parasite235. Ces dommages intracellulaires sur les protéines et les lipides 

parasitaires entraînent finalement sa mort235. Les dérivés de l’artémisinine possèdent de 

nombreuses cibles cellulaire304 et tous les mécanismes d’action de l’artésunate sur le 

métabolisme ne sont pas entièrement caractérisés. 

Nous avons testé l’artésunate et plusieurs dérivés sur des cellules sanguines de patients AF 

cultivées en présence de fer. Ces molécules ont permis de limiter l’entrée du fer et de diminuer 
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la surcharge de ce métal. Des résultats semblables ont été obtenus avec un ozonide dépourvu 

de pont endoperoxyde. Par conséquent, la réduction du taux de fer ne semble pas impliquer 

cette liaison peroxyde. 

L’étude de l’artésunate dans des fibroblastes de patients AF et de NBIA a mis en évidence la 

capacité de cette molécule à réduire la surcharge en fer grâce à la restauration du niveau de 

palmitoylation, la baisse du taux de TfR1 membranaire et la réduction de la quantité de ferritine. 

L’action de l’artésunate semble donc résulter de plusieurs mécanismes coopératifs. 

Il a été décrit que les dérivés de l’artémisinine ont la capacité de réduire la teneur en fer 

intracellulaire en augmentant la palmitoylation du TfR1305. La palmitoylation joue un rôle 

important dans la translocation de protéines membranaires vers des radeaux lipidiques ; ce qui 

suggère que le TfR1 pourrait être internalisé par une voie d’endocytose non classique 

indépendante du manteau de clathrine (Figure 45). Une seconde voie d’assimilation du fer par 

le TfR1 a été rapportée dans des cellules HeLa et implique son internalisation par des radeaux 

lipidiques306. Une fois endocyté, le TfR1 est dégradé par voie lysosomale306. Cette voie 

alternative n’étant pas induite de manière constitutive et ne représentant pas la voie 

d’endocytose majoritaire du TfR1, il est possible d’envisager que la capacité de réduction de la 

surcharge en fer de l’artésunate passerait par une dégradation importante du TfR1 grâce au 

rétablissement de sa palmitoylation. La quantité totale de ce récepteur diminuant au cours du 

temps d’administration, il est moins présent à la surface membranaire pour se lier à la Tf 

provoquant ainsi une diminution de l’entrée du fer dans les cellules de patients.  
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Figure 45 : Les différentes voies d'endocytose du TfR1. La voie constitutive implique la formation d'un manteau 

de clathrine autour de la vésicule d'endocytose pour aboutir à un recyclage rapide (dépendant de Rab5) ou tardif 

(dépendant de Rab11). Après une centaine de cycles d’internalisations et de recyclages, le TfR1 est dégradé dans 

les endolysosomes. La palmitoylation du TfR1, induite de manière physiologique ou sous l’action de l’artésunate, 

provoque son endocytose par des radeaux lipidiques qui le transporte vers les lysosomes pour y être dégradé. 

 

Cet agent anti-malarien agissant sur la voie TBI, il est tout à fait concevable d’observer ces 

effets sur le contenu en fer lorsque les fibroblastes AF sont incubés en présence d’holo-Tf. 

Cependant, il est bien plus surprenant que cette diminution de la teneur en ce métal soit 

également constatée quand les cellules sont placées dans un milieu riche en fer oxydé (FAC) 

absorbé par la voie NTBI. Ces éléments suggèrent l’existence d’autres niveaux de régulations 

du fer par l’artésunate. Il a été rapporté que le DHA diminue l’expression de deux autres 

participants de l’homéostasie du fer, Steap3 et DMT1305, impliqués respectivement dans la 

réduction du fer ferrique en fer ferreux et son passage à travers la paroi cellulaire ou 

endosomale.  Ces deux protéines ont la particularité de participer aux deux voies d’entrée du 

fer (TBI et NTBI). Il a également été constaté que la baisse de DMT1 et de Steap3 apparaissait 

plus tardivement que celui du TfR1 membranaire (environ 6-12 h pour DMT1 et Steap3 contre 

1 h pour le TfR1) suite à un traitement en DHA305. De plus, la modification de l’expression de 

ces acteurs est indépendante de celle de l’internalisation du TfR1 et insensible au blocage de la 

voie d’endocytose par des radeaux lipidiques. Ces données suggèrent donc que les dérivés de 

l’artémisinine peuvent affecter l’entrée du fer par la voie NTBI via un mécanisme ne faisant 
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pas intervenir la palmitoylation. En outre, ce procédé permettrait d’expliquer la baisse de la 

surcharge en fer intracellulaire constatée lors d’une co-incubation des cellules en présence de 

FAC et d’artésunate. Toutefois, en l’absence de preuve attestant d’un déficit global de 

palmitoylation des protéines dans les cellules de patients AF et de NBIA, nous pouvons écarter 

la possibilité d’une action plus générale de l’artésunate sur l’acylation de résidus cystéines de 

polypeptides.  

L’artésunate a également la capacité d’induire des mécanismes d’autophagie307 qui accélèrent 

la dégradation des ferritines, la libération du fer et l’accumulation de ROS308 conduisant à la 

ferroptose309. La ferroptose correspond à une mort cellulaire dépendante du fer se caractérisant 

par la peroxydation des lipides. Cette détérioration oxydante des lipides a déjà été observée 

dans les cellules gliales d’un modèle drosophile de l’AF et conduit à la dégénérescence 

cellulaire et des symptômes neurodégénératifs185. L’accumulation de peroxydes lipidiques en 

fonction de l'âge des Drosophiles est corrélée avec l'augmentation endogène de la production 

de ROS suite à une perte de frataxine185. Par conséquent, l’induction de mort cellulaire par 

l’artésunate est un phénomène oxydatif très nocif promouvant une cytotoxicité. Nous avons 

également observé cette toxicité cellulaire de l’artésunate dans des cellules de fibroblastes 

contrôles ainsi que sur des PBMC témoins et de patients AF cultivées en condition riche en fer 

(FAC). En revanche, elle n’est pas observée lors de la co-incubation des cellules avec de l’holo-

Tf (données non montrées), suggérant que l’action de l’artésunate sur la voie NTBI semble 

impliquer des mécanismes additionnels telle que la ferroptose promouvant une sensibilité au 

stress.  

Au vu de l’action globale de l’artésunate dans l’absorption du fer intracellulaire, cette molécule 

rassemble toutes les propriétés pharmacologiques pour son utilisation pour le traitement de l’AF 

et des NBIA. Néanmoins, il semble évident que nous pouvons prévoir sa toxicité probable sur 

le long terme. L’artésunate est généralement bien toléré sur des périodes courtes de l’ordre 

d’une semaine chez les patients atteints de paludisme. L’ataxie de Friedreich étant une maladie 

progressive s’installant sur plusieurs années, tous les traitements sont pris sur le long terme. 

Ainsi nous devons envisager des périodes d’exposition nettement plus importantes que celles 

utilisées dans le traitement de la malaria. Dans ce sens, nous avons étudié si les effets de 

l’artésunate pouvaient se prolonger au-delà de sa période d’incubation et nous avons observé 

des diminutions du contenu en fer comparables pour des incubations de 16 h et de 40 h. Cet 

effet prolongé de l’artésunate peut être exploité pour la mise en place d’un protocole 
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thérapeutique d’essais cliniques combinant des périodes d’expositions et d’arrêts temporaires 

du traitement. Ces essais cliniques devront également s’acquitter de tester différentes 

concentrations d’artésunate à travers un essai d’escalade de dose afin d’identifier la dose 

thérapeutique minimale.  

Toutefois, il est important de considérer que des cas d’anémies hémolytiques tardives ont été 

signalés suite à des injections d’artésunate (source OMS 2013). Les instances sanitaires 

internationales ont établi que les bénéfices thérapeutiques dépassaient de loin les effets 

indésirables des dérivés de l’artémisinine dans un contexte de malaria (source OMS 2013). 

Ainsi, il convient de réaliser des analyses sanguines régulières des patients sous traitement 

thérapeutique afin de détecter toute anomalie du bilan martial. De plus, l’artésunate est contre-

indiqué avec la prise simultanée de médicaments inhibant les enzymes hépatiques car son 

métabolite actif, la DHA, est inactivé sous l’action de plusieurs enzymes de la famille des 

cytochromes P450 dont CYP2B6, CYP2C19 et CYP3A4310. L’activité de ces protéines 

enzymatiques peut également être prise en compte dans les futurs essais cliniques afin 

d’explorer les effets de l’artésunate dans l’AF. Enfin, les mécanismes d’actions connus de 

l’artésunate amènent à penser que les traitements couramment pris par les patients AF tels que 

des chélateurs de fer ou des antioxydants pourraient venir atténuer les effets de cette molécule. 

Les médecins référents pourront ainsi juger de la possibilité d’adapter ces traitements au cours 

de l’essai clinique à base d’artésunate. L’ensemble de ces éléments constituent les premières 

pistes de réflexion du futur essai thérapeutique qui pourrait être lancé dans le service de 

génétique de l’hôpital Necker-Enfants malades.  
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