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III. Résumé 

Titre de la thèse : Régulation de l’érythropoïèse : rôle des récepteurs à la transferrine 

et d’un phytoestrogène 
 

Contexte :  

L’érythropoïèse est un processus extrêmement prolifératif, et qui doit donc être très 

étroitement régulé. L’érythropoïétine (EPO) est l’un des facteurs absolument 

nécessaires à l’érythropoïèse. Cependant, dans la moelle osseuse, la quantité d'EPO 

circulante est sous-optimale et la capacité des érythroblastes à survivre dépend donc 

de leur sensibilité à l'EPO. Les facteurs modulant la réponse à l'EPO au cours de 

l'érythropoïèse sont encore largement inconnus.  

Nous avons donc voulu explorer plusieurs facteurs pouvant potentiellement être 

impliqués dans la régulation de l’érythropoïèse et plus précisément dans la réponse à 

l’EPO : tout d’abord, la transferrine ainsi que ses récepteurs (TfR), la transferrine et le 

TfR1 étant également essentiels à l’érythropoïèse, ainsi qu’un phytoestrogène 

provenant d’une plante nommée Curcuma comosa, les œstrogènes étant eux aussi 

connus pour favoriser l’érythropoïèse. 

Concernant la transferrine, nous avons voulu principalement explorer son rôle sur la 

signalisation, ayant récemment montré au laboratoire que le TfR1, essentiellement 

connu pour son rôle dans l’endocytose du fer, est également capable d’entraîner une 

signalisation. 

Méthodes :  

Pour explorer l’impact de nos différents facteurs sur la signalisation induite par l’EPO, 

nous avons utilisé la lignée cellulaire UT7/EPO, proche des érythroblastes humains. 

Nous avons testé l’impact de l’apo-transferrine, de l’holo-transferrine et d’un 

composant issu du Curcuma comosa, l’ASPP 049, sur la phosphorylation de ERK, 

AKT et STAT5, seuls et en coopération avec des concentrations variables d’EPO.  

Nous avons également étudié l’impact de l’ASPP 049 sur des cellules érythroïdes 

primaires, ainsi qu’in vivo chez la souris. 

Résultats :  

Nous avons montré que la transferrine potentialise la stimulation induite par l’EPO des 

voies ERK, AKT et STAT5, et ce quel que soit le temps de stimulation des cellules. 

L’effet est plus important avec l’holo-transferrine, chargée en fer, qu’avec l’apo-
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transferrine, vide de fer. Cet effet est cependant conservé même en l’absence 

d’endocytose du TfR1. Aucune coopération n’a été trouvée entre la transferrine et le 

stem cell factor (SCF).  

Nous avons également observé qu’en l’absence du TfR2, il existe une augmentation 

de l’expression du récepteur à l’EPO et de la signalisation induite par l’EPO, sans 

impact de la transferrine dans ce contexte. 

Par ailleurs, nous avons montré que le Curcuma comosa améliore la prolifération et la 

différenciation des progéniteurs érythroïdes précoces, par un mécanisme de 

potentialisation de la signalisation induite par l’EPO impliquant le récepteur aux 

œstrogènes ER-α.  

Conclusion :  

En conclusion, la transferrine et ses récepteurs, ainsi qu’un phytoestrogène et l’ER-α, 

sont impliqués dans la régulation de l’érythropoïèse via leur action sur la signalisation 

induite par l’EPO. L’approfondissement de ces données pourrait ouvrir de nouvelles 

pistes thérapeutiques dans le traitement de l’anémie. 
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IV. Introduction 

1. GENERALITES SUR L’ERYTHROPOÏESE 

1.1. HEMATOPOÏESE 

L’hématopoïèse (du grec ancien haíma, haímatos : « sang » et poíêsis : 

« création »), est le processus par lequel l’organisme produit et renouvelle les cellules 

du sang. Ces cellules sont réparties en trois grandes familles que sont les globules 

rouges ou érythrocytes, les plaquettes, et les globules blancs ou leucocytes.  

Chez l’homme, après la vie fœtale, l’hématopoïèse a lieu au sein de la moelle 

osseuse. Jusqu’à l’âge de 4 ans, tous les os ont une activité hématopoïétique, puis 

l’hématopoïèse se déroule essentiellement au niveau des os courts et des os plats. 

La plupart des cellules sanguines matures ne prolifèrent pas et ont une durée de 

vie limitée (en moyenne 120 jours pour les globules rouges, 7 jours pour les plaquettes 

et 24 heures pour les polynucléaires neutrophiles), pourtant leur nombre reste constant. 

L’hématopoïèse est le processus qui permet la production et le renouvellement continu 

et finement régulé des cellules sanguines. Ce renouvellement cellulaire dynamique, 

maintenu pendant toute la durée de la vie humaine, est rendu possible par la présence 

d’une réserve de cellules souches au sein de la moelle osseuse : les cellules souches 

hématopoïétiques. Ces cellules pluripotentes sont à l’origine de toutes les cellules 

sanguines (Figure 1). 

 
 

Figure 1. Représentation schématique de l’hématopoïèse.  



 

12 
 

1.2. ERYTHROPOÏESE 

L’érythropoïèse (du grec ancien erythros : « rouge » et poíêsis : « création »), est 

le processus de formation des globules rouges à partir des cellules souches (Figure 

2). La couleur rouge de ces cellules provient de leur contenu en hémoglobine, la 

protéine chargée de transporter l’oxygène.  

A l’état basal, nous avons environ 250 milliards d’érythroblastes dans la moelle 

et 25 000 milliards de globules rouges dans le sang. L’érythropoïèse permet la 

production de deux millions de globules rouges par seconde chez l’homme, c’est donc 

l’un des systèmes de prolifération les plus importants de l’organisme. Ce processus 

nécessite une régulation fine afin de maintenir une production de globules rouges 

adaptée en permanence aux besoins.  

Plusieurs facteurs sont absolument nécessaires à l’érythropoïèse, parmi lesquels 

l’érythropoïétine (EPO) et le stem cell factor (SCF). Les récepteurs à l’EPO (EPO-R) 

et au SCF (c-Kit) sont donc fortement exprimés au cours de l’érythropoïèse, en fonction 

du stade de maturation. Les érythroblastes expriment également fortement le 

récepteur à la transferrine de type 1 (TfR1), afin de capter le fer nécessaire à la 

synthèse de l’hémoglobine. La transferrine est la protéine de transport du fer, capable 

de se fixer au TfR1 pour induire l’entrée du fer dans la cellule. La transferrine chargée 

en fer est appelée holo-transferrine ou holoTf (Figure 2). 

 

 
 

Figure 2. Représentation schématique de l’érythropoïèse. 
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2. REGULATION DE L’ERYTHROPOÏESE 

Parmi les nombreux acteurs impliqués dans la régulation positive de 

l’érythropoïèse, deux facteurs de croissance sont absolument nécessaires à la 

production de cellules érythroïdes : le stem cell factor (SCF) et l'érythropoïétine (EPO) 

(Goldwasser 1984, Goldwasser et al. 1984). 

 

2.1. ERYTHROPOÏETINE 

L’EPO est un facteur de croissance hématopoïétique – il s’agit même du premier 

facteur de croissance hématopoïétique à avoir été isolé, en 1977 (Miyake et al. 1977). 

L’EPO est essentiellement produite par le rein (Koury et al. 1989, Maxwell et al. 1993). 

Une petite quantité d’EPO peut également être synthétisée par le foie (Maxwell et al. 

1994), et dans une moindre mesure par le cerveau, le placenta, la rétine et les 

testicules (Tan et al. 1992). L’EPO se comporte comme une hormone, puisqu’une fois 

produite par le rein, elle va principalement agir à distance : au niveau de la moelle 

osseuse.  

Ainsi, la synthèse rénale d’EPO doit être adaptée à la quantité de globules rouges 

nécessaires. Cette régulation se fait par le biais de l’hypoxie : en cas de baisse du 

nombre de globules rouges, l’apport en oxygène va baisser au niveau des cellules 

rénales, qui vont en réponse augmenter leur synthèse d’EPO. Cette augmentation de 

l’EPO permettra d’accroître la production des globules rouges, ce qui augmentera 

l’apport en oxygène au niveau des cellules rénales avec pour conséquence de 

diminuer la synthèse d’EPO (Figure 3). Cette régulation permet d’adapter la 

production de globules rouges aux besoins en oxygène de l’organisme.  
 

 
 

Figure 3. Régulation endocrine de la production d’EPO par le rein. 
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Sur le plan transcriptionnel, la production de l’EPO est stimulée par le facteur de 

transcription HIF (Hypoxia Inducible Factor). Ce facteur est constitué de deux sous-

unités : la sous-unité α est régulée selon le niveau d’oxygène, alors que la sous-unité 

β est exprimée de façon constitutionnelle. On dénombre trois protéines HIF-α : HIF1- 

α et HIF2-α sont structurellement proches, alors que HIF3-α est, elle, moins bien 

connue. Schématiquement, en situation d’hypoxie, HIF2-α se lie à HIF2-β et ce 

complexe stimule la transcription du gène de l’EPO. En l’absence d’hypoxie, HIF2-α 

est dégradée par le protéasome (Gruber et al. 2007). 

Le complexe HIF agit sur de nombreuses autres cibles que le gène de l’EPO, 

impliqués notamment dans l’angiogenèse ou le métabolisme énergétique, mais aussi 

dans le métabolisme du fer puisqu’il induit l’expression du TfR1 (Tacchini et al. 1999).  

Ainsi, la production d’EPO est également régulée par l’homéostasie du fer. En 

cas de carence en fer, comme en situation d’hypoxie, le complexe HIF va stimuler la 

transcription du gène de l’EPO (Schofield and Ratcliffe 2004).  

 

L’activité de l’EPO passe par sa fixation à son récepteur (EPO-R). L’EPO-R 

appartient à la super-famille des récepteurs aux cytokines de type 1. Il n’a pas d’activité 

tyrosine kinase intrinsèque. Cette activité est apportée par les protéines tyrosine 

kinase Janus Kinase 2 (JAK2) fixées sur chaque partie intra-cellulaire du récepteur à 

l’EPO. En l’absence d’EPO, l’EPO-R est présent sous la forme d’un dimère inactif à la 

surface cellulaire. La fixation de l’EPO entraîne un changement de conformation du 

récepteur, ce qui induit la phosphorylation des protéines JAK2 (Figure 4). Cette 

phosphorylation est essentielle pour la transduction du signal de l’EPO-R stimulée par 

l’EPO (Richmond et al. 2005). Comme nous le verrons plus loin, JAK-2 a également 

un rôle de protéine chaperonne pour l’EPO-R. 

 

 

Figure 4. Liaison de l’EPO à son récepteur, changement de conformation et 

phosphorylation des protéines JAK2. 
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L’EPO-R est faiblement exprimé sur les progéniteurs érythroïdes immatures, puis 

son expression est maximale aux stades de BFU-E tardifs, CFU-E et érythroblastes 

basophiles (Figure 2). L’action de l’EPO n’est pas restreinte à l’érythropoïèse, puisque 

l’EPO-R est exprimé par les précurseurs de la lignée mégacaryocytaire (Ishibashi et 

al. 1987, McDonald and Sullivan 1993). L’EPO semble également avoir des fonctions 

au sein de certains tissus non hématopoïétiques, mais possiblement via d’autres 

récepteurs (Ostrowski and Heinrich 2018). L’EPO-R, lui, ne semble indispensable qu’à 

l’érythropoïèse, puisque les souris invalidées pour le récepteur à l’EPO dans toutes 

les cellules sauf celles de la lignée érythroïde sont viables (Suzuki et al. 2002). 

 

Au niveau de la moelle osseuse, l'EPO est indispensable pour les phases 

terminales de l'érythropoïèse. Elle n’est pas indispensable à l’engagement précoce 

des cellules souches hématopoïétiques vers la voie érythroïde : en effet, les souris 

invalidées pour le récepteur à l’EPO sont capables de produire des progéniteurs 

érythroïdes précoces jusqu’au stade BFU-E et CFU-E, mais meurent au stade 

embryonnaire d’une anémie profonde liée à l’absence de différenciation de ces 

progéniteurs (Wu et al. 1995). 

La quantité d'EPO circulante est sous-optimale  et la capacité des érythroblastes 

à survivre dans la moelle osseuse dépend donc de leur sensibilité à l'EPO (Koury and 

Bondurant 1990),(Kelley et al. 1993). L’érythropoïèse est donc régulée par la sensibilité 

des progéniteurs et précurseurs érythroïdes à l’EPO. Cependant, les facteurs 

modulant la réponse à l'EPO au cours de l'érythropoïèse sont encore largement 

inconnus.  

 

2.2. STEM CELL FACTOR 

Par opposition à l’EPO, le SCF est indispensable à l’érythropoïèse précoce. Il 

favorise la prolifération et la survie cellulaire des cellules érythropoïétiques immatures, 

aux dépends de la maturation terminale des érythroblastes (Muta et al. 1995).  

Le SCF est une cytokine dimérique qui existe sous deux formes : une forme 

soluble et une forme transmembranaire. Ces deux formes agissent en se liant au 

récepteur du SCF, c-Kit, mais la forme transmembranaire active c-Kit de façon plus 

prolongée que la forme soluble, et le stabilise à la membrane plus longtemps 

(Miyazawa et al. 1995).  
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Contrairement à l’EPO, les concentrations de SCF ne semblent pas être 

impactées par l’hypoxie mais seraient plutôt régulées par le niveau d’expression de 

son récepteur c-Kit. 

Le récepteur au SCF, c-Kit, est un récepteur transmembranaire à activité tyrosine 

kinase de type 3. La liaison au SCF provoque une dimérisation et une auto-

phosphorylation de c-Kit, ce qui permet la transmission du signal intra-cellulaire. 

c-Kit est exprimé sur les progéniteurs hématopoïétiques mais aussi sur les 

mastocytes, ainsi que d’autres cellules non hématopoïétiques telles que les 

mélanocytes, les cellules interstitielles de Cajal au niveau du tube digestif, et les 

cellules germinales (McNiece and Briddell 1995). 

 

2.3. INTERACTIONS ENTRE SCF ET EPO 

Chez la souris comme chez l’homme, le récepteur c-Kit est exprimé des stades 

les plus précoces de l’érythropoïèse jusqu’au stade d’érythroblaste basophile 

(Katayama et al. 1993, Uoshima et al. 1995). Le récepteur à l’EPO commence à être 

synthétisé à des stades plus tardifs, même si le stade précis de son apparition reste 

encore incertain. Il est présent à partir du stade BFU-E, son expression est maximale 

aux stades CFU-E, proérythroblaste et érythroblaste basophile, puis son expression 

diminue au cours de la différenciation terminale (Wognum et al. 1990).  

Au stade CFU-E, il semble que le SCF et l’EPO agissent en coopération pour la 

survie et la prolifération des cellules (Sui et al. 1998, Arcasoy and Jiang 2005), 

cependant la stimulation du récepteur à l’EPO est capable d’induire une diminution de 

l’expression de c-Kit (Kosmider et al. 2009). Les interactions précises entre ces deux 

récepteurs sont complexes, et les mécanismes de leur coopération sont encore 

imparfaitement élucidés. 

 

2.4. REGULATION NEGATIVE DE L’ERYTHROPOÏESE 

L’érythropoïèse doit également être contrôlée par des régulateurs négatifs : le 

principal mécanisme de régulation négative implique le système Fas/Fas-ligand au 

sein de l’îlot érythroblastique. Au sein de cet îlot, cohabitent des cellules érythroïdes à 

différents stades de maturation : des cellules « précoces » (précurseurs immatures et 

progéniteurs érythroïdes) qui expriment le récepteur de mort Fas, et des érythroblastes 

plus matures (notamment polychromatophiles et acidophiles) qui expriment le ligand 
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de Fas (De Maria et al. 1999). L’activation du récepteur Fas par son ligand induit 

l’apoptose des cellules immatures en excès, évitant ainsi un emballement de 

l’érythropoïèse. 

Certaines cytokines telles que le TNFα (Tumor Necrosis Factor alpha), l’IFNγ 

(Interféron gamma), l’IL-1 (interleukine-1) ou le TGF-β (transforming growth factor beta) 

sont capables de réguler négativement la prolifération des progéniteurs érythroïdes, 

notamment via l’inhibition de la synthèse d’EPO.   

Les autres aspects de la régulation négative de l’érythropoïèse ne seront pas 

détaillés dans le cadre de cette thèse, mais sont discutés notamment dans la revue 

suivante (Liang and Ghaffari 2016). 

 

2.5. AUTRES ACTEURS IMPLIQUES DANS LA REGULATION DE L’ERYTHROPOÏESE 

De nombreux autres facteurs interviennent dans la régulation de l’érythropoïèse. 

Le fer est un de ces facteurs, puisqu’il est un constituant important de l’hémoglobine, 

mais également un élément indispensable aux enzymes nécessaires à la prolifération 

cellulaire. Le TfR1 est donc essentiel à l’érythropoïèse puisqu’il permet l’endocytose 

du fer, cependant son rôle indépendamment de l’entrée du fer est encore peu connu. 

De nombreuses hormones jouent également un rôle, notamment les hormones 

thyroïdiennes (Bauer et al. 1998), les hormones rénales du système 

rénine/angiotensine (Cole et al. 2000), l’insuline-like growth factor-1 (IGF-1) (Shimon 

and Shpilberg 1995), ou encore les androgènes (Malgor et al. 1998) et les 

glucocorticoïdes (Wessely et al. 1997). Ces hormones, si elles ne sont pas 

indispensables à l’érythropoïèse, ont dans l’ensemble une action favorable sur celle-

ci. L’action des œstrogènes a été peu étudiée dans ce contexte, mais sera abordée 

dans le chapitre 6. 

Par ailleurs, il a été démontré que les molécules d’adhésion telles que les 

intégrines étaient particulièrement importantes pour l’érythropoïèse tardive : l’adhésion 

des cellules à la fibronectine pourrait même être plus essentielle que la présence 

d’EPO lors des dernières phases de la différenciation terminale (Lodish et al. 2010).  

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés au rôle de la transferrine et ses 

récepteurs ainsi que d’un phytoestrogène dans la régulation de l’érythropoïèse. 
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3. PRINCIPALES VOIES DE SIGNALISATION IMPLIQUEES DANS L’ERYTHROPOÏESE 

Un des moyens d’étudier l’impact de différents facteurs sur l’érythropoïèse est 

d’analyser l’activation des voies de signalisation impliquées dans l’érythropoïèse. Ces 

voies sont nombreuses, nous détaillerons ci-dessous les trois principales voies 

activées lors de l’érythropoïèse que sont les voies STAT5, PI3-kinase/AKT et 

MAPkinases/ERK.  

A noter qu’afin d’éviter une suractivation de ces voies, il existe un contrôle par 

régulation négative (Vainchenker and Constantinescu 2013), mais que nous ne 

détaillerons pas ici. 

 
 

3.1. JAK2 

JAK2 est une protéine kinase de la famille JAK (Janus Activated Kinase). Elle 

joue un rôle central dans la signalisation cellulaire des cytokines et des facteurs de 

croissance, permettant l’émission de signaux de survie et de prolifération cellulaire. 

Elle se lie au récepteur de l’EPO, mais également aux autres grands récepteurs 

myéloïdes que sont le récepteur de la thrombopoïétine (TPO-R, ou MPL pour 

myeloproliferative leukemia), et le récepteur du G-CSF (G-CSF-R).  

Comme les autres membres de la famille JAK, JAK2 est composée d’un domaine 

kinase actif, d’un domaine pseudokinase qui régule négativement le domaine kinase, 

d’un domaine SH2 (Src Homology 2) qui permet l’interaction avec d’autres protéines, 

et d’un domaine de liaison à la partie cytosolique des récepteurs aux cytokines 

(Yamaoka et al. 2004). 

 

JAK2 a deux fonctions distinctes en lien avec l’EPO-R. Dans un premier temps, 

JAK2 joue le rôle de protéine chaperonne, favorisant l’expression de l’EPO-R à la 

surface cellulaire indépendamment de son activité kinase (Huang et al. 2001). Comme 

nous l’avons vu ci-dessus (Figure 4), la fixation de l’EPO à son récepteur entraîne une 

modification de conformation de l’EPO-R et l’activation de JAK2 par auto-

phosphorylation. JAK2, via son activité kinase, va ensuite recruter des protéines 

impliquées dans les voies de signalisation STAT5, PI3K/AKT et MAPK/ERK (Figure 5) 

(Vainchenker and Constantinescu 2013).  
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Figure 5. Activation des voies STAT5, PI3K et MAPK/ERK par la liaison de l’EPO 

à son récepteur. 

 

3.2. STAT5 

STAT5 est un membre de la famille des facteurs de transcription STAT. Il est 

composé d’une tyrosine phosphorylable par JAK2, d’un domaine SH2, d’un domaine 

transactivateur ainsi que d’un domaine de fixation à l’ADN. JAK2 est également 

capable de phosphoryler STAT1 et STAT3, mais ces derniers, même s’il a été montré 

qu’ils pouvaient agir dans la régulation de l’érythropoïèse (Kirito et al. 2002, Halupa et 

al. 2005), ont une place moins essentielle que STAT5. Les souris déficientes en 

STAT5a et STAT5b, les deux isoformes de STAT5, présentent une anémie 

microcytaire profonde responsable d’une forte mortalité précoce (embryonnaire ou 

périnatale) (Kerenyi et al. 2008). 

Les deux isoformes de STAT5, STAT5a et STAT5b, présentent plus de 96% 

d’homologie sur le plan protéique. Leur activation par phosphorylation induit la 

formation d’homo ou d’hétérodimères STAT5a/b puis leur translocation dans le noyau 

pour jouer leur rôle de facteur de transcription, favorisant la prolifération et la survie 

des cellules. 

STAT5 est particulièrement important au moment de l’érythropoïèse terminale. Il 

a été montré que l’expression d’une forme constitutivement active de STAT5 dans des 

progéniteurs érythroïdes humains permettait la différenciation terminale même en 

l’absence d’EPO (Garcon et al. 2006). De même, chez la souris, une forme 

constitutivement active de STAT5 permet même le maintien d’une érythropoïèse 

normale en l’absence de l’EPO-R et de JAK2 (Grebien et al. 2008).  
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3.3. PI3K/AKT 

Dans l’érythropoïèse, la voie PI3K/AKT (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-

kinase / protein kinase B) est activée par l’EPO, le SCF, ainsi que l’IL-3 et l’IL-6, et 

joue principalement un rôle dans la survie et le contrôle du stress cellulaire. La PI3K 

de classe Ia est un hétérodimère formé par une sous-unité catalytique : p110, et une 

sous-unité régulatrice : p85. Cette sous-unité p85 possède des domaines SH2 lui 

permettant d’interagir avec de nombreuses tyrosines phosphorylées. 

La fixation de l’EPO à l’EPO-R, ou du SCF à son récepteur, entraîne, par 

différents mécanismes, l’activation de la PI3kinase par phosphorylation. Cette 

activation induit la production du 3’ phospho-inositol (PiP3), qui va se fixer sur AKT et 

aboutir à son activation. La voie PI3K/AKT protège les précurseurs érythroïdes de 

l’apoptose (Haseyama et al. 1999). La délétion de la sous-unité p85 de la PI3K 

entraîne, chez la souris, une anémie profonde avec diminution marquée de la 

prolifération des précurseurs érythroïdes (Huddleston et al. 2003). La PI3K agit à la 

fois en protégeant de l’apoptose et en stimulant la prolifération des précurseurs 

érythroïdes, en réponse à une stimulation par l’EPO (Bouscary et al. 2003). 

La voie PI3K/AKT est par ailleurs essentielle à de nombreux types cellulaires, 

elle peut être activée par de nombreux stimuli et entraîner des réponses cellulaires 

variées. Ainsi, malgré une préservation partielle de l’érythropoïèse, la mutation de la 

sous-unité régulatrice p85 de la PI3K est létale in utero (Fruman et al. 2000). 

 

 

3.4. MAPK/ERK 

Une troisième grande voie activée au cours de l’érythropoïèse est la voie 

MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinase / extracellular signal–regulated kinase). 

Elle est impliquée dans la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire. 

La voie des MAP kinases peut être activée par plusieurs mécanismes différents 

éventuellement associés, impliquant l’activation de Ras. Parmi les isoformes de Ras, 

seule K-Ras semble être indispensable pour l’érythropoïèse (Khalaf et al. 2005), et son 

inactivation est létale in utero chez la souris (Johnson et al. 1997, Koera et al. 1997). 

Ras, une fois activé, induit une cascade de signalisation qui va aboutir, entre autres, à 

l’activation de la voie ERK1/2.  
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ERK1 et ERK2, également appelées p44 et p42 MAP kinases, sont des kinases 

activées par phosphorylation en aval de Ras (Turjanski et al. 2007). Une fois activées, 

elles peuvent phosphoryler de nombreuses cibles au niveau membranaire, du 

cytosquelette, mais aussi nucléaire. La voie ERK1/2 est activée par l’EPO et par le 

SCF dans les érythroblastes humains, séparément mais également en synergie (Sui 

et al. 1998). Cette voie est impliquée dans la prolifération et la survie des 

érythroblastes, et il a été montré que l’inhibition spécifique de la voie ERK1/2 diminue 

la croissance des érythroblastes humains (Sui et al. 1998). 

  

D’autres voies de signalisation, non détaillées ici, sont activées au cours de 

l’érythropoïèse : notamment les voies JUNK (Jacobs-Helber and Sawyer 2004), p38 

(Uddin et al. 2004), les SRC kinases telles que Src (Okutani et al. 2001), Lyn (Kosmider 

et al. 2009) ou plus récemment Fyn (Beneduce et al. 2019), BTK (von Lindern et al. 

2004), ou encore la signalisation induite par le calcium (Hirschler-Laszkiewicz et al. 

2009). 
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4. METABOLISME DU FER ET RECEPTEURS A LA TRANSFERRINE 

Le premier récepteur à la transferrine à avoir été mis en évidence est le TfR1, 

principalement connu pour son rôle d’internalisation du fer. Le TfR2, de structure très 

similaire au TfR1, est principalement connu pour réguler la production d'hepcidine par 

les hépatocytes. Ces deux récepteurs sont exprimés au cours de l’érythropoïèse, 

cependant leurs fonctions exactes dans ce contexte ne sont pas entièrement élucidées. 

 

4.1. RAPPELS SUR LE METABOLISME DU FER 

Le fer est un cofacteur essentiel à de nombreux processus biologiques, 

notamment le transport d’oxygène, le transport d’électrons et la respiration 

mitochondriale, la synthèse d’ADN, et la croissance et la prolifération cellulaire. 

Cependant, il peut également être toxique, puisque son aptitude à gagner ou perdre 

des électrons le rend capable de participer à des réactions potentiellement délétères 

car génératrices de radicaux libres (ROS pour Reactive Oxygen Species) (Touati 

2000). Le stress oxydatif lié à la production de radicaux libres a des effets pro-

apoptotiques et délétères pour les membranes cellulaires, et peut entraîner des 

dommages oxydatifs à caractère mutagène sur l’ADN. Le métabolisme du fer doit donc 

être finement régulé. 

Le fer existe sous deux états d’oxydation : le fer ferreux (Fe(II) ou Fe2+) et le fer 

ferrique (Fe(III) ou Fe3+). Le fer ferreux Fe2+ libre est toxique, tandis que le fer ferrique 

Fe3+ libre est insoluble. Le fer circule donc dans le plasma principalement lié à la 

transferrine, sous forme Fe3+. 

Le fer peut exister sous forme d’hème, de clusters fer-soufre, ou de fer labile qui 

est la forme minoritaire. La principale fonction des clusters fer-soufre est le transfert 

d’électron, qui repose sur la capacité des atomes de fer à osciller entre les états 

d’oxydation Fe2+ et Fe3+. Ils fonctionnent comme des cofacteurs pouvant moduler la 

structure et l’activité des protéines et ont donc des rôles variés, en dehors de leur rôle 

de cofacteurs essentiels au sein de la chaîne respiratoire dans la mitochondrie (Lill 

2009). 

Dans les cellules, 65% du fer est présent sous forme héminique : il s’agit de 

l’hème, présente dans l’hémoglobine, la myoglobine ou les enzymes respiratoires, et 

35% du fer est stocké dans la ferritine sous forme non héminique : ce fer correspond 

aux réserves intracellulaires et est facilement mobilisable. 
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A l’échelle de l’organisme, le métabolisme du fer fonctionne quasiment en circuit 

fermé. Un organisme adulte contient environ 3 à 5 g de fer. L’absorption quotidienne 

correspond aux pertes, qui sont d’environ 1 à 2 mg par jour. Le fer circulant lié à la 

transferrine ne représente que 0,1% du fer total. La majorité du fer de l’organisme est 

contenue dans les précurseurs érythroïdes et les globules rouges matures, le reste du 

fer étant essentiellement stocké dans le foie et les macrophages. Les macrophages 

permettent également le recyclage du fer des globules rouges sénescents, pour qu’il 

puisse être réutilisé (Figure 6). 

L’hepcidine est une hormone majeure dans l’homéostasie du fer (Nicolas et al. 

2001, Pigeon et al. 2001). Elle permet de diminuer les taux de fer en limitant 

l’absorption intestinale de fer ainsi que le relargage de fer par les macrophages. Sa 

production est régulée par des stimuli provenant du statut en fer, de l’érythropoïèse, 

de l’hypoxie ainsi que de l’inflammation. Elle est principalement produite par le foie, 

même si de nombreuses cellules expriment de faibles niveaux d’hepcidine. Les souris 

déficientes en hepcidine spécifiquement au niveau du foie, comme les souris 

déficientes en hepcidine de façon globale, présentent une surcharge en fer sévère 

(Zumerle et al. 2014). 

 

 
 

Figure 6. Représentation schématique de la distribution du fer chez l’homme. 
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4.2. TRANSFERRINE  

La transferrine est le principal transporteur sérique du fer (Schade and Caroline 

1946). C’est une glycoprotéine bilobée de 76 kDa, chacun de ses lobes pouvant lier 

une molécule de fer sérique (Fe3+) – ou d’un autre ion métallique, tel que le gallium, 

l’aluminium, le zinc ou le cadmium, avec des affinités différentes (Messori and Kratz 

1994). En fonction du pH, la conformation de la transferrine ainsi que sa liaison au fer 

peuvent être modifiées. Ainsi, lorsque le pH est acide, la conformation de la 

transferrine devient ouverte, ce qui facilite la libération de fer de son site de liaison 

(Princiotto and Zapolski 1976). Il a été montré que la conformation de la transferrine 

change aussi lors de sa liaison au TfR1 (Cheng et al. 2004). 

La transferrine est appelée ferro-transferrine (Fe-Tf) ou holo-transferrine (Holo-

Tf) lorsqu’elle est liée à deux molécules de fer, et apo-transferrine (Apo-Tf) lorsqu’elle 

n’est pas liée au fer. On peut également trouver de la transferrine monoferrique, c’est-

à-dire liée à une seule molécule de fer. La concentration de la transferrine humaine 

sérique est de 200 à 300 mg/dL et sa demi-vie est d’environ 8 jours. Le coefficient de 

saturation de la transferrine, obtenu en divisant la concentration du fer sérique par la 

capacité totale de fixation de la transferrine, est habituellement proche de 30% (30 

µM). On considère qu’un coefficient de saturation inférieur à 20% indique une carence 

martiale, et qu’un taux supérieur à 50% indique une surcharge martiale. Lorsque le 

coefficient de saturation de la transferrine atteint 80-85%, des niveaux toxiques de fer 

non lié à la transferrine (ou NTBI pour non-transferrin bound iron) apparaissent dans 

le sérum. 

Les souris présentant un déficit congénital en transferrine meurent d’anémie 

sévère par carence martiale, associée à une surcharge martiale massive dans les 

tissus non hématopoïétiques (Trenor et al. 2000). 

La transferrine est principalement produite par le foie, mais également en plus 

petites quantités par les testicules et le cerveau (Idzerda et al. 1986). Sa production 

est régulée par de nombreux facteurs, dont la carence martiale, l’inflammation, ou 

encore l’hypoxie (Idzerda et al. 1986, Rolfs et al. 1997).  

Plusieurs études se sont intéressées à d’autres fonctions potentielles de la 

transferrine. En effet, l’apo-transferrine semble avoir un rôle anti-microbien via la 

réduction des concentrations de fer libre (von Bonsdorff et al. 2004), et via l’inhibition 

de l’adhésion des bactéries (Ardehali et al. 2003). Il a également été suggéré que la 
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transferrine puisse avoir un rôle anti-oxydant, ou d’agent stimulateur de l’érythropoïèse 

(Gomme et al. 2005). 

 

 

4.3. AUTRES LIGANDS DU TFR1 

D’autres ligands du TfR1 ont été identifiés, tels que la protéine de 

l’hémochromatose (HFE pour High Fe), la ferritine H, ou les immunoglobulines IgA. 

Les IgA sont divisées en deux sous-classes : les IgA1 principalement retrouvées 

au niveau sérique, et les IgA2 principalement retrouvées au niveau des muqueuses. 

Des travaux réalisés précédemment au laboratoire ont permis de montrer que les 

immunoglobulines sériques A1 faisaient partie des ligands du TfR1 (Moura et al. 2001). 

Cette interaction entre IgA et TfR1 a été étudiée dans le cadre de la néphropathie à 

IgA (Moura et al. 2004, Moura et al. 2005), ainsi que dans la maladie cœliaque 

(Matysiak-Budnik et al. 2008). Plus récemment, la poursuite des travaux menés au 

laboratoire a démontré que l’interaction entre IgA1 polymériques et TfR1 jouait un rôle 

bénéfique dans la régulation de l’érythropoïèse (Coulon et al. 2011). 

Certains virus et parasites utilisent également le TfR1 pour entrer dans les 

cellules, comme les virus du genre Arénavirus qui peuvent causer des fièvres aiguës 

hémorragiques (Radoshitzky et al. 2007), le virus de l’hépatite C (Martin and Uprichard 

2013), ou le Plasmodium vivax (Gruszczyk and Kanjee 2018). 

 

 

4.4. TFR1 

4.4.1. EXPRESSION DU TFR1 

Le récepteur à la transferrine de type 1 ou TfR1, également appelé CD71 (cluster 

de différenciation 71), est codé chez l’homme par le gène TFRC (transferrin receptor). 

Chez les mammifères, toutes les cellules, à l’exception des érythrocytes matures, 

expriment le TfR1 (Trowbridge and Shackelford 1986). Le nombre de molécules de 

TfR1 présentes à la surface d’une cellule est variable, principalement en fonction de 

l’état de prolifération de la cellule. Ainsi, les cellules qui prolifèrent fortement, comme 

les précurseurs hématopoïétiques, les lymphocytes B et T activés, les ostéoclastes, 

les cellules de la crypte intestinale ou encore certaines cellules tumorales, expriment 

fortement le TfR1 (Ponka and Lok 1999, Roodman 2009, Wieland and Shipkova 2016).  
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Au cours de l’érythropoïèse, le TfR1 commence à être exprimé à la surface 

cellulaire entre les stades BFU-E et CFU-E, lorsque les cellules commencent à être 

dépendantes de l’EPO (Li et al. 2014) (Figure 2). L’expression du TfR1 continue 

ensuite à augmenter jusqu’au stade érythroblaste basophile tardif, elle est maximale 

au stade polychromatophile, puis diminue à partir du stade érythroblaste acidophile 

(Shintani et al. 1994, An et al. 2014). Les réticulocytes expriment encore le TfR1 mais 

les érythrocytes matures en sont totalement dépourvus. 

 

 

4.4.2. REGULATION DE L’EXPRESSION DU TFR1 

 

Rôle du fer et système IRE/IRP 

Les protéines impliquées dans le métabolisme du fer sont fréquemment régulées 

au niveau de l’ARN messager par un système IRE/IRP (Iron Responsive Element / 

Iron Responsive element binding Protein). Les IRE sont des structures en épingle à 

cheveux composées de 25 à 30 nucléotides, situées à l’extrémité 5’ ou 3’ des ARN 

messagers. Les IRP1 et 2 sont des protéines capables de reconnaître les IRE et de 

se lier à l’ARN. Globalement, en l’absence de fer, les IRP se lient aux IRE pour moduler 

la traduction des ARN messagers. En présence de fer, les IRP sont utilisés ou 

dégradés et ne peuvent pas se lier aux IRE, ce qui produit une régulation inverse. Ce 

système IRE/IRP est donc régulé par le contenu intra-cellulaire en fer, et permet de 

moduler l’expression de leurs cibles en inhibant la traduction ou en stabilisant le 

transcrit (Wilkinson and Pantopoulos 2014).  

Ainsi, si le contenu de la cellule est riche en fer, ce système permettra de favoriser 

la traduction de protéines qui utilisent beaucoup de fer, et d’arrêter l’acquisition du fer 

notamment via la dégradation de l’ARN messager du TfR1. Si le contenu de la cellule 

est pauvre en fer, le système IRE/IRP permettra d’augmenter l’acquisition du fer, 

notamment via l’augmentation de l’expression du TfR1 (Figure 7).  
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Figure 7. Contrôle de la stabilité de l’ARN messager du TfR1 par le système 

IRE/IRP. 

 

Dans les cellules érythroïdes, en situation normale, il existe une moindre 

régulation négative et les protéines IRP continuent à promouvoir l’entrée du fer en 

continu afin de favoriser la synthèse d’hémoglobine (Schranzhofer et al. 2006).  

 

Rôle de STAT5 

En complément de ce système IRE/IRP qui stabilise l’ARN messager du TfR1, 

l’expression de TfR1 est également contrôlée par STAT5 sur le plan transcriptionnel. 

Comme nous l’avons vu, STAT5 est un élément important dans la signalisation induite 

par l’EPO. Il régule l’expression du TfR1 de deux manières : il est capable de se lier 

au premier intron du gène du TfR1 pour augmenter sa transcription (Zhu et al. 2008), 

et promeut l’expression de la protéine IRP2 qui stabilise l’ARN messager du TfR1 

(Kerenyi et al. 2008) et donc favorise l’augmentation de l’expression de TfR1. 

 

Rôle de l’hypoxie 

L’hypoxie régule positivement l’expression du TfR1, de manière directe et 

indirecte. Il existe d’une part un mécanisme indirect, lié au système IRE/IRP, puisque 

l’hypoxie augmente l’expression d’IRP1 et sa liaison aux IRE (Toth et al. 1999). D’autre 

part, l’hypoxie semble avoir un effet direct puisqu’un élément de réponse à l’hypoxie a 

été identifié dans le promoteur du gène du TfR1 (TFRC) (Lok and Ponka 1999, 
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Tacchini et al. 1999). L’hypoxie augmente l’expression des facteurs induits par 

l’hypoxie, HIF-1α et HIF-2α, et permet à ces protéines de se fixer sur l’élément de 

réponse à l’hypoxie, entraînant une augmentation de l’expression du TfR1 (Xu et al. 

2017). La régulation de l’expression du TfR1 se déroule donc à plusieurs niveaux 

(Figure 8). 

A noter que l’hypoxie joue un rôle plus large dans l’homéostasie globale du fer, 

notamment via la régulation de l’expression d’autres gènes impliqués dans le 

métabolisme du fer (Peyssonnaux et al. 2008). 

 

 
Figure 8. Différents niveaux de régulation du TfR1. 

 

4.4.3. STRUCTURE DU TFR1 

Le TfR1 est une glycoprotéine transmembranaire de type 2, dimérique, 

composée de 760 acides aminés répartis en trois domaines : extra-cellulaire, 

transmembranaire et intra-cellulaire. Chaque sous-unité du dimère a un poids 

moléculaire d’environ 90 kDa.  

Le domaine extra-cellulaire (671 acides aminés) contient notamment le domaine 

de liaison à la transferrine ainsi qu’un domaine de dimérisation spécifique à la famille 

des récepteurs à la transferrine (Moura et al. 2015). Le domaine transmembranaire 

(20 acides aminés) est suivi par un court domaine intra-cellulaire (67 acides aminés) 

qui contient 6 résidus phosphorylés (Y20, S34, T52 et possiblement S19, T21 et S24) ainsi 

qu’un motif d’internalisation YXXφ (Y20 TRF23) (Schneider et al. 1984, Schneider and 

Williams 1985). 
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4.4.4. FORME SOLUBLE DU TFR1 

Le TfR1 existe également sous une forme soluble (sTfR1). Cette forme tronquée 

est dépourvue de ses domaines transmembranaire et intra-cellulaire (acides aminés 1 

à 100) (Shih et al. 1990) et circule principalement sous la forme d’un monomère soluble 

associé à la transferrine (Beguin 2003). Il peut également exister des complexes 

formés de deux monomères associés à une molécule de transferrine, ou plus rarement 

des dimères intacts du TfR1 circulant dans des exosomes (Johnstone 1992). Le sTfR1 

est produit par protéolyse, libérant la partie extra-cellulaire du récepteur membranaire 

(Baynes et al. 1994). 

La majorité du sTfR1 provient des cellules érythroïdes, et principalement des 

réticulocytes. Le taux de sTfR1, qui peut être mesuré dans le sérum, est directement 

corrélé à la quantité de TfR1 membranaires (R'Zik et al. 2001). Bien que sa fonction 

reste incertaine, le sTfR1 semble être un marqueur du statut en fer et de l’activité 

érythropoïétique.  

Ainsi, une stimulation de l’érythropoïèse (anémie hémolytique, polyglobulie…) 

sera associée à une augmentation du sTfR1, et une diminution de l’érythropoïèse 

(aplasie médullaire, aplasie post-chimiothérapie, hypertransfusion, insuffisance rénale 

chronique…) sera associée à une diminution du sTfR1 (Beguin 2003). 

Le relargage du sTfR1 est également régulé par son ligand, l’holo-transferrine. 

La liaison de l’holo-transferrine au TfR1 diminue le relargage du sTfR1 et inversement 

puisque le TfR1, lorsqu’il n’est pas lié à l’holo-transferrine, peut être rejeté dans le 

sérum en grande quantité sous forme soluble. En cas de carence martiale, le sTfR1 

sera donc augmenté (et la ferritine basse). En revanche, en cas d’anémie 

inflammatoire, le sTfR1 sera normal et la ferritine normale ou haute. Si la ferritine peut 

être utilisée comme marqueur des réserves en fer de l’organisme, le sTfR1 est un 

marqueur plus spécifique d’une carence martiale au sein de l’érythropoïèse (Beguin 

2003).  

 
 

4.4.5. FONCTION PRINCIPALE DU TFR1 : INTERNALISATION DU FER 

Le TfR1 représente la principale voie d’entrée du fer dans les cellules. 

Les deux sous-unités du dimère de TfR1 sont liées par deux ponts disulfures 

situés juste au-dessus de la membrane plasmique. Le TfR1 dimérique peut lier deux 

molécules de transferrine. Chaque molécule de transferrine peut lier deux molécules 
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de fer ferrique Fe3+, avec une très forte affinité : en effet, la constante de dissociation 

ou Kd, qui est la concentration du ligand (ici, Fe3+) suffisante pour obtenir l’occupation 

de la moitié des récepteurs (ici, la transferrine) est très basse, environ 10-23 mol/L à un 

pH=7,4 (Aisen et al. 1978). L’holo-transferrine se lie ensuite au TfR1 avec une forte 

affinité (Kd à environ 10-9 mol/L) (Lebron et al. 1998, West et al. 2000). L’affinité du 

TfR1 pour la transferrine monoferrique (liée à une seule molécule de fer) ou l’apo-

transferrine est nettement moins forte, 30 fois et 500 fois inférieure à son affinité pour 

l’holo-transferrine, respectivement (Young et al. 1984). 

 

Une fois la transferrine liée au TfR1, ce complexe TfR1-transferrine va entrer 

dans la cellule par une endocytose clathrine dépendante. Le complexe est internalisé 

dans une vésicule recouverte de clathrine, ce manteau de clathrine disparaissant une 

fois la vésicule dans le cytoplasme. Cette vésicule d’endocytose fusionne avec un 

endosome, l’ensemble prenant alors le nom d’endosome. Pendant la maturation de 

cet endosome, le pH s’acidifie jusqu’à atteindre un pH à 5,5. A ce pH acide, les 

molécules de fer ferrique Fe3+ vont se détacher de la transferrine, qui reste, elle, 

associée au TfR1. En effet, le TfR1 se lie préférentiellement à l’holo-transferrine au pH 

sérique (7,4), mais se lie préférentiellement à l’apo-transferrine à pH acide (Wally et al. 

2006). Le fer ferrique Fe3+ est ensuite réduit en fer ferreux Fe²+ par une 

métalloréductase telle que STEAP3 (Six-Transmembrane Epithelial Antigen of the 

Prostate 3), puis le Fe²+ est exporté dans le cytoplasme par DMT1 (Divalent Metal 

Transporter 1). Une fois dans le cytoplasme, le fer peut être stocké sous forme de 

ferritine, ou utilisé par la cellule par exemple pour la synthèse de l’hème. Cependant, 

dans les cellules érythroïdes, il semble que le fer puisse être directement transféré de 

l’endosome vers la mitochondrie (Sheftel et al. 2007), ce qui permet de garder un statut 

de « carence en fer » au niveau du cytoplasme.  

Le TfR1 et la transferrine sont ensuite recyclés à la surface cellulaire, où l’apo-

transferrine se détache du TfR1 (De Domenico et al. 2008) (Figure 9). 



 

31 
 

 

Figure 9. Endocytose et recyclage du TfR1. 

 

Par son rôle dans l’internalisation du fer, le TfR1 est donc crucial pour 

l'érythropoïèse. Les souris déficientes en TfR1 meurent pendant l’embryogenèse 

avant le jour E12,5, par un défaut d’érythropoïèse mais également une altération du 

développement neurologique (Levy et al. 1999). Contrairement aux souris déficientes 

en transferrine qui n’ont de carence martiale qu’au niveau hématopoïétique, les souris 

déficientes en TfR1 présentent une carence martiale dans tous les tissus.  

 

Le TfR1 serait également capable d’internaliser le fer lié à la ferritine : dans ce 

cas, la ferritine semble se dissocier du TfR1 dans les endosomes et être orientée vers 

les lysosomes pour être dégradée (Li et al. 2010). La ferritine est composée de 24 

sous-unités H (heavy) et L (light), mais seules les sous-unités H peuvent interagir avec 

le TfR1 (Li et al. 2010). Il semble que seules les cellules exprimant fortement le TfR1, 

comme les érythroblastes, puissent incorporer la ferritine via le TfR1 (Sakamoto et al. 

2015), ce qui suggère que plusieurs molécules de TfR1 pourraient être nécessaires 

pour l’endocytose de la ferritine.  

Le rôle exact de la ferritine une fois internalisée via le TfR1 n’est pas encore 

parfaitement compris. Cependant, il a été montré que la ferritine H était capable 

d’inhiber l'hématopoïèse normale chez la souris (Broxmeyer et al. 1989) et de réprimer 

les réponses immunitaires en modulant les fonctions des cellules dendritiques in vitro 

(Gray et al. 2002). 
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4.5. TFR2 

4.5.1. EXPRESSION DU TFR2 

Le gène TfR2 codant pour une protéine du même nom, le récepteur à la 

transferrine de type 2 ou TfR2, est un homologue du gène du TfR1 (Kawabata et al. 

1999).  

Le gène TfR2 possède au moins 2 transcrits issus de promoteurs alternatifs, 

appelés TfR2-α et TfR2-β (Kawabata et al. 1999). Le TfR2-α est la forme complète, 

membranaire, fortement exprimée au niveau des hépatocytes et de la lignée érythroïde 

mais également au niveau de l’estomac ainsi que par certaines cellules tumorales 

(Calzolari et al. 2007). Le TfR2-β est une forme plus courte, exclusivement 

cytoplasmique, qui serait exprimée à de faibles niveaux par de nombreux types 

cellulaires (Deaglio et al. 2002). Le rôle de cette forme intracellulaire tronquée n’est 

pas bien caractérisé, même si certaines données murines suggèrent un rôle du TfR2-

β dans le contrôle transcriptionnel de la ferroportine dans la rate (Roetto et al. 2010). 

Pour la suite de ce manuscrit, nous utiliserons le terme de TfR2 pour désigner la forme 

membranaire complète, TfR2-α. 

 

En dehors de son expression bien établie au niveau des hépatocytes et de la 

lignée érythroïde, dont nous parlerons plus loin, quelques études se sont intéressées 

à l’expression du TfR2 sur d’autres types cellulaires : par exemple, Rishi et al. ont 

étudié le rôle du TfR2 dans les macrophages (Rishi et al. 2016). Dans un modèle de 

souris déficientes en TfR2 spécifiquement sur les macrophages, les auteurs ont pu 

montrer que le TfR2 des macrophages n’était pas nécessaire à l’homéostasie du fer, 

mais qu’il semblait impliqué dans la régulation de la ferroportine des macrophages 

(Rishi et al. 2016). 

Le TfR2 est aussi exprimé dans le système osseux, sur les ostéoclastes, les 

ostéoblastes et les ostéocytes. Un KO du TfR2 spécifiquement sur les ostéoblastes 

entraîne une augmentation de la masse osseuse, via une inhibition de la voie BMP-

MAPK et une activation de la voie Wnt dans ces cellules (Rauner et al. 2019). 

 

4.5.2. REGULATION DE L’EXPRESSION DU TFR2 

La régulation de l’expression du TfR2 est différente de celle du TfR1. En effet, le 

système IRE/IRP ne semble pas intervenir puisque les transcrits du TfR2 ne possèdent 
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pas de séquence IRE (Fleming et al. 2000). L’expression du TfR2 ne semble donc pas 

régulée par la quantité de fer disponible, que ce soit en situation de surcharge ou de 

chélation martiale (Kawabata et al. 2000). En revanche, l’ARN messager du TfR2 

semble régulé par l’état de prolifération des cellules, puisqu’il varie selon le cycle 

cellulaire (Kawabata et al. 2001). 

Le promoteur du TfR2 est stimulé par différents facteurs de transcription en 

fonction des cellules, tels que GATA-1 (GATA-binding factor 1 ou Erythroid 

transcription factor) dans les précurseurs érythroïdes, C/EPB-α (CCAAT/enhancer-

binding protein alpha) dans les cellules myéloïdes, les hépatocytes et les tissus 

adipeux, ou encore HNF-4α (hepatocyte nuclear factor 4α) au niveau de l’épithélium 

intestinal et du foie (Matsuo et al. 2015).  

La protéine TfR2-α est régulée négativement par le CD81, une molécule 

d’adhésion qui forme des complexes avec le TfR2-α au niveau des radeaux lipidiques 

et favorise sa dégradation (Chen and Enns 2015). Il a été suggéré que la protéine 

TfR2-α pouvait être régulée positivement par l’holo-transferrine (Robb and Wessling-

Resnick 2004), qui augmente son expression au niveau protéique et favorise sa 

localisation à la membrane cellulaire (Pagani et al. 2015). Cette régulation positive du 

TfR2 par l’holo-transferrine a été démontrée dans des hépatocytes, dans la lignée 

érythroïde UT7 et dans des érythroblastes humains (Pagani et al. 2015), mais n’a pas 

été retrouvée dans la lignée érythroleucémique K562 (Johnson and Enns 2004). 

 

4.5.3. STRUCTURE DU TFR2 

La structure primaire du TfR2 est très similaire à celle du TfR1. En effet, le TfR2 

présente 39% d’identité et 53% de similarité avec le TfR1 dans son ensemble, et leurs 

domaines extra-cellulaires présentent 45% d’identité et 66% de similarité (Kawabata 

et al. 1999). Comme le TfR1, le TfR2 est une glycoprotéine membranaire de type 2 

formant des homodimères. Des associations entre TfR1 et Tfr2, sous forme 

d’hétérodimères, ont également été décrites (Vogt et al. 2003). 

De façon similaire au TfR1, le TfR2 est composé de 801 acides aminés répartis 

en trois domaines : extra-cellulaire, transmembranaire et intra-cellulaire (Figure 10). 

Chaque sous-unité du dimère a un poids moléculaire d’environ 95 kDa, les deux sous-

unités étant liées par deux ponts disulfures. Le domaine extra-cellulaire (698 acides 

aminés) contient notamment le domaine de liaison à la transferrine ainsi qu’un 
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domaine de dimérisation spécifique à la famille des récepteurs à la transferrine (Moura 

et al. 2015). Le domaine transmembranaire (23 acides aminés) est suivi par un court 

domaine intra-cellulaire (78 acides aminés) qui contient un motif d’internalisation YXXφ 

(Y23 QRV26) (Johnson et al. 2007). A noter que le TfR2 comporte un signal de ciblage 

mitochondrial, non présent dans le TfR1, en intra-cellulaire (Mastroberardino et al. 

2009).  

L’isoforme TFR2-β ne possède pas les exons 1 à 3, qui correspondent à la partie 

transmembranaire et la partie intra-cellulaire, et est donc uniquement composé de la 

partie extra-cellulaire (Kawabata et al. 1999). Cependant, il n’est pas certain que cette 

isoforme existe sur le plan protéique, et elle n’est de toute façon pas exprimée à la 

surface cellulaire. 

 

 

Figure 10. Similarité de structure des récepteurs à la transferrine, figure issue de 

Moura et al. (Moura et al. 2015). 

 
 

4.5.4. FORME SOLUBLE DU TFR2 

Tout comme le TfR1, le TfR2 a une forme soluble (sTfR2) composée du domaine 

extracellulaire du TFR2 et produite par clivage de la forme complète lorsqu’elle est à 

la membrane (Pagani et al. 2015). 

Le sTfR2 est, comme le sTfR1, régulé par son ligand, l’holo-transferrine. En 

présence d’holo-transferrine, il a été montré que l’expression totale et de surface du 

TfR2 augmentait, alors que la forme soluble sTfR2 diminuait (Pagani et al. 2015). 

Comme l’affinité de l’holo-transferrine est plus faible pour le TfR2 que pour le TfR1, il 

est possible que le relargage de sTfR2 survienne avant le relargage du sTfR1 en cas 

de diminution des concentrations d’holo-transferrine. Bien que sa fonction reste encore 
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inconnue, le sTfR2 pourrait donc être un marqueur de carence martiale plus précoce 

que le sTfR1 dans l’érythropoïèse.  

 

4.5.5. FONCTION PRINCIPALE DU TFR2 : REGULATION DE L’HEPCIDINE 

Malgré une structure très similaire, le TfR1 et le TfR2 ont des fonctions différentes. 

En effet, même si le TfR2 est également capable de lier la transferrine, il a pour 

principale fonction de réguler la production d'hepcidine par les hépatocytes en fonction 

des concentrations circulantes de fer (Chen and Enns 2012).  

De nombreux acides aminés impliqués dans la liaison du TfR1 à la transferrine 

sont conservés dans le TfR2, qui peut donc aussi lier la transferrine (Giannetti et al. 

2003). Cependant, l’affinité du TfR2 pour l’holo-transferrine est environ 25 fois plus 

faible que celle du TfR1 pour l’holo-transferrine, avec une constante de dissociation 

Kd autour de 27 nmol/L (Moura et al. 2015). De la même manière que pour le TfR1, le 

TfR2 se lie à l’holo-transferrine à pH neutre et à l’apo-transferrine à pH acide (West et 

al. 2000).  

La protéine de l’hémochromatose, HFE (pour High Fe), est une protéine 

membranaire atypique, similaire aux protéines du complexe majeur d’histocomptabilité 

(CMH) de classe 1, et associée à la bêta-2 microglobuline. HFE est une protéine 

régulatrice qui permet d’éviter l’accumulation du fer, en inhibant l’absorption intestinale 

du fer en cas de surcharge en fer via sa liaison au transporteur DMT1 ainsi qu’au TfR1, 

mais également en agissant sur la production d’hepcidine notamment via sa liaison au 

TfR2. HFE est donc capable d’interagir avec le TfR1 (Bennett et al. 2000) et avec le 

TfR2 (Chen et al. 2007, D'Alessio et al. 2012).  

Lorsque HFE se lie au TfR1, elle entre en compétition avec la transferrine car 

leurs sites de liaison au TfR1 se chevauchent (Giannetti and Bjorkman 2004). Dans 

des conditions de faible saturation de la transferrine, où la forme prédominante de la 

transferrine sera monoferrique, HFE et la transferrine sont en équilibre concurrentiel 

pour la liaison au TfR1. HFE va donc partiellement empêcher la liaison de la 

transferrine au TfR1, ce qui diminue l’entrée de fer dans les cellules. Dans ces 

conditions, l’expression du TfR2 à la membrane ne serait pas stable. En effet, il a été 

suggéré que l’holo-transferrine pouvait stabiliser le TfR2 (Robb and Wessling-Resnick 

2004, Pagani et al. 2015), qui en son absence serait dirigé vers une voie de 

dégradation par les lysosomes (Johnson et al. 2007). 
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En revanche, dans des conditions de forte saturation de la transferrine, la forme 

prédominante sera l’holo-transferrine et le TfR1 fixera préférentiellement cette holo-

transferrine. La liaison de la transferrine au TfR1 libérerait donc HFE, qui serait alors 

disponible pour interagir avec le TfR2 (Worthen and Enns 2014). En effet, HFE et la 

transferrine ne semblent pas être compétition pour la liaison au TfR2 (Chen et al. 2007).  

 

Le TfR2, en plus de sa capacité à lier la transferrine et HFE, semble également 

interagir avec l’hémojuvéline (HJV), le co-récepteur du récepteur de BMP (BMPR ; 

BMP pour bone morphogenetic protein) (D'Alessio et al. 2012). Ces deux protéines 

sont impliquées dans la régulation de l’hepcidine : dans le foie, HJV se lie au récepteur 

de BMP de type II, ce qui augmente la signalisation liée au récepteur de BMP et 

entraîne l’expression d’hepcidine (Xia et al. 2008). Ces quatre protéines (TfR2, HFE, 

HJV et BMPR) sont capables de former un complexe. De plus, des mutations de TfR2 

(Kawabata et al. 2005, Nemeth et al. 2005), HFE (Ahmad et al. 2002) ou HJV 

(Papanikolaou et al. 2004) entraînent toutes une surcharge martiale, ce qui suggère 

un rôle pour ce complexe dans la régulation de l'hepcidine. Ainsi, comme nous le 

verrons plus loin, la principale conséquence d’une mutation inactivatrice du TfR2 sera 

une surcharge martiale. 

Il a été montré que la liaison de la transferrine au TfR2 pouvait entraîner une 

activation de la voie de signalisation MAPK/ERK (Calzolari et al. 2006), et que 

l’interaction entre TfR2 et HFE était nécessaire pour la régulation de l’expression de 

l’hepcidine liée à la transferrine (Gao et al. 2009). Il a donc été proposé que la 

signalisation dépendante de la transferrine impliquant TfR2 et HFE agisse via la voie 

MAPK/ERK, qui croise la voie de signalisation HJV/BMPR impliquant les SMAD, voie 

principale d’activation de l’expression de l’hepcidine (Ramey et al. 2009, Poli et al. 

2010, Vujic Spasic et al. 2013) (Figure 11). Cependant, la signalisation du TfR2 est 

encore mal connue et l’interaction même entre TfR2 et HFE reste controversée (Rishi 

et al. 2013). 

L’hepcidine, principalement produite par le foie, va ensuite permettre de diminuer 

les taux de fer circulant en limitant l’absorption intestinale de fer ainsi que le relargage 

de fer par les macrophages. Cette action implique la ferroportine, qui est la seule 

protéine connue permettant d’exporter le fer hors des cellules. L’hepcidine se lie à la 

ferroportine exprimée sur les entérocytes, les macrophages et les hépatocytes, 

provoquant son internalisation et sa dégradation au sein des lysosomes (Nemeth et al. 
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2004). Dans les globules rouges, un nouveau processus de blocage de la ferroportine 

par l’hepcidine a récemment été décrit : dans ces cellules, la liaison de l’hepcidine est 

capable d’occlure la ferroportine, probablement via un changement de conformation, 

bloquant ainsi l’efflux de fer sans provoquer l’internalisation ni la dégradation de la 

ferroportine (Aschemeyer et al. 2018, Zhang et al. 2018).  

Une élévation chronique de l’hepcidine entraînera une carence martiale (Nicolas 

et al. 2002), alors qu’un déficit en hepcidine entraînera une surcharge en fer (Nemeth 

and Ganz 2006). 

Une carence en fer, une anémie ou encore une hypoxie diminuent, alors que 

l’inflammation augmente, l’expression d’hepcidine.  

 

 
 

Figure 11. Rôle du TfR2 dans la régulation de la production d’hepcidine. 
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5. AUTRES FONCTIONS DES RECEPTEURS A LA TRANSFERRINE 

5.1. AUTRES FONCTIONS DU TFR1 – SIGNALISATION  

5.1.1. MUTATIONS DU TFR1 

Comme mentionné précédemment, un déficit complet en TfR1 n’est pas viable 

chez la souris. Les souris déficientes en TfR1 meurent pendant l’embryogenèse, par 

un défaut d’érythropoïèse mais également une altération du développement 

neurologique (Levy et al. 1999). Des mutations ponctuelles du TfR1 peuvent entraîner 

des carences martiales plus modérées (Conway et al. 2018). 

Plusieurs études se sont intéressées au rôle du TrR1 au niveau d’un organe en 

particulier, en réalisant des KO du TfR1 spécifiques d’organes ou de tissus. L’absence 

de TfR1 au niveau des neurones dopaminergiques provoque une 

neurodégénérescence (Matak et al. 2016), et son absence s’avère catastrophique 

notamment pour le métabolisme des muscles (Barrientos et al. 2015) et du cœur (Xu 

et al. 2015). Les souris présentant une délétion du TfR1 spécifique au niveau du foie 

sont viables et ne présentent pas de pathologie hépatique apparente (Fillebeen et al. 

2019). Ces souris présentent cependant une teneur en fer hépatique diminuée et des 

perturbations de l’homéostasie du fer impliquant l’hepcidine (Fillebeen et al. 2019). 

Chez l’homme, il n’y avait pas jusqu’ici de mutation du gène TRFC impliquée 

dans une pathologie. Certains polymorphismes ont été identifiés mais aucune mutation 

non-sens n’a été rapportée à ce jour, possiblement en raison du caractère trop 

pathogène d’une telle mutation. Plus récemment, une mutation du domaine 

intracellulaire de TfR1 au niveau du motif d'endocytose (tyrosine 20 : Y20) a été décrite, 

chez des patients présentant un tableau de déficit immunitaire (Jabara et al. 2016). 

 

5.1.2. FONCTIONS NON CANONIQUES DU TFR1 

La plupart des travaux réalisés sur la fonction de TfR1 se sont concentrés sur 

son rôle établi comme récepteur d’entrée du fer, mais des données plus récentes ont 

montré que le TfR1 participe en réalité à de nombreuses fonctions cellulaires. 

Premièrement, l’endocytose du TfR1 n’est pas spécifique d’un ligand (Cao et al. 

2010) et de nombreuses molécules ou pathogènes (Radoshitzky et al. 2007, Martin 

and Uprichard 2013, Gruszczyk and Kanjee 2018) peuvent utiliser le TfR1 pour entrer 

dans les cellules.  
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Ensuite, comme discuté ci-dessus, TfR1 interagit avec HFE au niveau du foie, et 

entre donc en jeu dans la régulation de l’expression de l’hepcidine, hormone impliquée 

dans l’homéostasie du fer (Lebron et al. 1998, Schmidt et al. 2008, Fillebeen et al. 

2019).  

La maladie cœliaque est une entéropathie résultant d'une réponse immunitaire 

anormale aux peptides dérivés du gluten. Chez les patients atteints de maladie 

cœliaque, le TfR1 est surexprimé au sein de l’épithélium intestinal et est capable de 

fixer des IgA polymériques. Il a été suggéré que le TfR1, en favorisant l’entrée de 

peptides nocifs dans la muqueuse intestinale, pourrait être impliqué dans la 

pathogenèse de cette maladie (Matysiak-Budnik et al. 2008). 

Il a également été montré que le TfR1 est nécessaire à la prolifération et à 

l’homéostasie des cellules épithéliales intestinales (Chen et al. 2015). Les souris 

déficientes en TfR1 au niveau intestinal présentent une mortalité précoce, avec de 

graves perturbations de l’intégrité épithéliale, des inclusions lipidiques et un défaut de 

prolifération. Dans cette étude, une surcharge forcée en fer ne permettait pas de 

corriger le phénotype, suggérant que la carence en fer n’était pas en cause dans cette 

mortalité précoce. En revanche, l’expression transgénique d’un TfR1 muté incapable 

de se lier à l’holo-transferrine permettait la correction du phénotype, soulevant 

l’hypothèse d’un rôle du TfR1 indépendant de l’endocytose du fer dans les cellules 

épithéliales intestinales (Chen et al. 2015). 

Le TfR1 semble par ailleurs impliqué dans la formation de la synapse immune 

dans les lymphocytes T (Batista et al. 2004), ainsi que dans d’autres fonctions 

cellulaires telles que la morphologie et la fonction des mitochondries (Senyilmaz et al. 

2015), ou la survie cellulaire notamment tumorale (Jian et al. 2011). 

 

5.1.3. TFR1 ET SIGNALISATION 

Plusieurs études ont suggéré une implication du TfR1 dans des voies de 

signalisation. 

Le TfR1 semble avoir un rôle dans la signalisation de NF-κB (Kenneth et al. 2013) 

(nuclear factor-kappa B, membre de la super-famille des facteurs de transcription 

impliqués dans la réponse immunitaire et la réponse au stress cellulaire). Cependant, 

ce rôle pourrait être plus directement lié aux modifications des apports en fer dans la 

cellule, puisqu’une chélation en fer peut entraîner une inhibition de NF-κB (Li and Frei 
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2006, Messa et al. 2010) alors qu’une augmentation du fer semble augmenter 

l’activation de NF-κB (Ornstein and Zacharski 2007). Ainsi, un ajout de fer paraît avoir 

le même effet qu’une surexpression du TfR1 sur l’activation de NF-κB (Kenneth et al. 

2013). 

Une étude a identifié le TfR1 comme étant une cible de l’acide gambogique, un 

xanthone cytotoxique – les xanthones étant des pigments naturels jaunes présents 

dans de nombreuses plantes et fleurs, classés dans les phénols naturels. L’acide 

gambogique est utilisé en médecine traditionnelle chinoise comme anti-cancéreux 

(Asano et al. 1996). Sachant que le TfR1 est surexprimé dans de nombreux cancers, 

les auteurs se sont intéressés au lien entre ces deux molécules et ont montré que la 

liaison de l’acide gambogique au TfR1 entraînait une activation rapide de l’apoptose 

dans plusieurs lignées de cellules tumorales (Kasibhatla et al. 2005). Cet effet semblait 

indépendant de l’apport en fer puisqu’il était conservé après ajout de fer ou d’un 

chélateur du fer, et indépendant de l’endocytose du TfR1 qui paraissait bloquée par la 

liaison à l’acide gambogique (Kasibhatla et al. 2005).  

Par la suite, il a été montré que l’apoptose était induite via des voies de 

signalisation impliquant notamment la caspase 3, la caspase 8, et les MAPKinases 

(Jian et al. 2011). La phosphorylation du TfR1 dans sa partie intra-cellulaire au niveau 

de la tyrosine 20 (Y20) rendait les cellules moins sensibles à l’apoptose induite par la 

liaison de l’acide gambogique (Jian et al. 2011). Ces résultats suggèrent que le TfR1, 

en plus de son rôle d’apport de fer pour les cellules cancéreuses, pourrait également, 

par son rôle de signalisation, être responsable d’un mécanisme de résistance à 

l’apoptose induite par les traitements.  

Une autre étude a démontré que le TfR1 était nécessaire pour la différenciation 

des cellules chondrogéniques et ostéogéniques au cours de la morphogenèse crânio-

faciale (Lei et al. 2016). Les auteurs ont pu montrer que le TfR1 était requis pour 

l’activation des voies de signalisation du TGF-β et des BMP (bone morphogenetic 

protein), qui sont des voies critiques pour le développement crânio-facial (Lei et al. 

2016). Puisque l’activation de la signalisation du TGF-β et des BMP dépend de leur 

endocytose médiée par les clathrines (Di Guglielmo et al. 2003, Hartung et al. 2006), 

et puisque le regroupement des molécules de TfR1 à la surface cellulaire favorise 

l’initiation de l’endocytose dépendante des clathrines (Liu et al. 2010), ils ont fait 

l’hypothèse que le TfR1 pourrait contrôler l’activation de ces voies en jouant sur 

l’endocytose des récepteurs du TGF-β et des BMP. 
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Par la suite, des travaux réalisés au laboratoire ont pu démontrer de façon plus 

directe la fonction de signalisation du TfR1 (Coulon et al. 2011).  

Pour étudier cette fonction, des cellules d’ovaire de hamster chinois (CHO) ont 

été transfectées avec un TfR1 humain. A24, un anticorps monoclonal anti-TfR1 

développé au sein du laboratoire (Moura et al. 2004), a été utilisé pour stimuler ce 

TfR1 humain. Cette stimulation par A24 a rapidement induit une mobilisation du 

calcium dans les cellules CHO transfectées (Figure 12, issue de Coulon et al. (Coulon 

et al. 2011)). A noter que cette mobilisation calcique était maximale dans les cellules 

transfectées avec un TfR1 humain de type sauvage, diminuée dans les cellules 

transfectées avec un TfR1 muté, et nulle avec un vecteur vide (Mock). Le mutant de 

TfR1 présentant la plus faible mobilisation calcique était celui présentant une mutation 

sur la tyrosine 20 (Y20), cet acide aminé étant connu pour faire partie du motif 

d’internalisation du TfR1 (Collawn et al. 1990). 

 

  
 

Figure 12, issue de Coulon et al. (Coulon et al. 2011). Le TfR1 est une molécule 

compétente pour la signalisation.  

(a) Variations des concentrations intracellulaires de calcium dans des cellules CHO 

transfectées avec du TfR1 humain sauvage, avec cinq mutants différents de TfR1 (Y20F, S24A, 

S34A, S63A ou S65A), ou avec un vecteur vide (Mock), puis stimulées avec l'anticorps 

monoclonal A24. Les variations sont exprimées sous forme de différence entre les 

concentrations intracellulaires de calcium de base et après stimulation par A24 (ΔF/F0) (à 

gauche). A droite, quantification exprimée comme la surface moyenne sous les courbes 

(ΔRFU) ± erreur-type de la moyenne. *P < 0,05. n = 4. 
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5.1.4. TFR1 ET SIGNALISATION DANS L’ERYTHROPOÏESE 

Dans ces travaux, la signalisation propre au TfR1 était indépendante du 

récepteur au SCF et du récepteur à l'EPO (Coulon et al. 2011), qui sont absents dans 

les cellules CHO. 

Cependant, dans ce travail, il a été montré que les IgA1 polymériques, qui sont 

un des ligands du TfR1 (Moura et al. 2001), pouvaient potentialiser les effets de l’EPO 

à faible dose (concentration sous-optimale physiologique) sur la survie et la 

prolifération des érythroblastes, ainsi que sur l’activation des voies de signalisation 

MAPK/ERK et PI3K/AKT (Figure 13 (Coulon et al. 2011)). L’action des IgA1 

polymériques nécessite la présence d’EPO, et est perdue à fortes concentrations 

d’EPO, suggérant que les IgA1 polymériques potentialisent l’action de l’EPO mais ne 

la remplacent pas.  

Dans ce travail, les auteurs suggéraient que l’holo-transferrine, mais non l’apo-

transferrine, pouvait également potentialiser la phosphorylation de ERK et AKT induite 

par l’EPO. Ce signal semblait spécifique de la liaison au TfR1, puisque l’anticorps anti-

TfR1 A24 potentialisait également ces réponses (Figure 13, voir page suivante). 

 

Les IgA1 étant produites dans la moelle osseuse, à proximité des érythroblastes, 

elles pourraient participer à la modulation de la sensibilité à l’EPO des cellules 

érythrocytaires.  

A noter que les IgA1 et la transferrine ne sont pas en compétition pour la liaison 

au TfR1, et que leurs actions restent additives même à des concentrations saturantes 

de chaque ligand. 
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A.  B.  

C.  D.  
 

Figure 13, issue de Coulon et al. (Coulon et al. 2011). Action des différents ligands 

du TfR1 sur la phosphorylation de ERK et AKT, en association avec l’EPO. 

Phosphorylation de AKT et ERK1/2 dans des cellules UT-7 déprivées en EPO pendant la nuit 

puis stimulées avec ou sans EPO (0,03, 0,2 et 1 U/mL), holo-transferrine (Fe-Tf, 0,2 mg/mL) 

(A), apo-transferrine (Apo-Tf, 0,2 mg/ml) (B), IgA polymériques (pIgA) (C) ou A24 (D).  

Les histogrammes montrent l'intensité de phosphorylation par rapport au signal maximal 

observé avec l’EPO seule. 

 

Dans la continuité de ce travail, nous avons donc voulu savoir si la transferrine 

pourrait également participer à la modulation de la sensibilité à l’EPO dans 

l’érythropoïèse. Nous avons donc voulu explorer l’action de la transferrine sur les voies 

de signalisation induites par le TfR1 dans la lignée érythroïde, ainsi que la coopération 

éventuelle entre holo-transferrine, SCF et EPO dans ces cellules. 
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5.1.5. TFR1 ET SIGNALISATION EN IMMUNOLOGIE 

Plusieurs arguments plaident en faveur d’un rôle du TfR1 en immunologie. Ainsi, 

sur les lymphocytes B et T, le TfR1 est principalement exprimé après stimulation, 

probablement pour aider à subvenir aux besoins en fer des cellules en division 

(Richardson and Ponka 1997). Une déplétion en fer induit une inhibition de la 

prolifération de ces lymphocytes périphériques stimulés (Seligman et al. 1991). 

Par ailleurs, il a été montré que le TfR1 pouvait jouer un rôle de costimulateur 

dans l’activation des lymphocytes T, via la voie de signalisation du récepteur à 

l’interleukine 2 (IL-2R) (Cano et al. 1990, Salmeron et al. 1995). Il semble également 

impliqué dans la formation de la synapse immunologique et la signalisation induite par 

le récepteur des lymphocytes T (TCR, T-cell receptor). Réciproquement, l’activation 

du TCR augmente la phosphorylation du TfR (Salmeron et al. 1995). 

Récemment, un lien entre une mutation du domaine intracellulaire de TfR1 au 

niveau du motif d'endocytose (tyrosine 20 : Y20) et un déficit immunitaire a été décrit 

(Jabara et al. 2016). Cette tyrosine est localisée sur le motif d’endocytose du TfR1, 

mais nous avons montré qu’elle est également nécessaire à la fonction de signalisation 

du TfR1 (Coulon et al. 2011). Une mutation homozygote faux-sens substituant une 

histidine à cette tyrosine a été retrouvée chez trois patients issus de deux familles. Les 

auteurs ont démontré que cette mutation entraînait une altération de l'endocytose du 

fer in vitro. Les patients atteints présentaient un tableau de déficit immunitaire avec 

infections infantiles sévères et/ou récurrentes, hypogammaglobulinémie profonde, 

diarrhée, thrombopénie périodique et anémie microcytaire modérée dès l’enfance. 

Leur nombre de lymphocytes périphériques était normal, mais la prolifération des 

lymphocytes T des patients en réponse à divers stimuli était significativement plus 

faible que celle de lymphocytes T de donneurs sains. On retrouvait également un 

déficit en lymphocytes B mémoires, avec une diminution de leur capacité à produire 

des anticorps et une altération de la commutation isotypique des immunoglobulines. 

En réponse à la carence en fer cellulaire, l’expression du TfR1 était très augmentée à 

la surface des lymphocytes et des fibroblastes des patients, et le défaut de fonction 

des lymphocytes pouvait être récupéré in vitro par une supplémentation en fer (Jabara 

et al. 2016). Le défaut d’internalisation du TfR1 entraînait également une carence 

martiale au sein des érythroblastes, pourtant les patients ne présentaient qu’une 

anémie modérée. Ceci peut peut-être être expliqué par le rôle de STEAP3 (Six-
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Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate 3), une métalloprotéase capable de 

se lier au TfR1 et contenant un motif d’internalisation. Il est possible que le complexe 

TfR1/STEAP3 puisse être internalisé grâce à STEAP3, permettant ainsi l’entrée du fer 

dans les cellules. STEAP3 étant fortement exprimée par les érythroblastes, mais non 

par les lymphocytes, ceci expliquerait la survenue d’une immunodépression sans 

anémie grave (Lo 2016, Kawabata 2019). 

S’il a été démontré que cette mutation entraînait une altération de l'endocytose 

du fer, son impact sur la signalisation du TfR1 n’a pas été étudié. Globalement, l’impact 

de la signalisation induite par le TfR1 dans les lymphocytes T est encore mal connu, 

même si des études ont suggéré une implication du TfR1 dans la voie de signalisation 

du récepteur à l’IL-2 (Cano et al. 1990, Salmeron et al. 1995). 

 

Le récepteur à l'IL-2 de haute affinité (IL-2R) est crucial pour l'activation des 

cellules T. Tout comme l'EPO-R, l’IL-2R est un membre de la super-famille des 

récepteurs de cytokines. Alors que l'EPO et l'IL-2 stimulent la prolifération de différents 

types de cellules, érythroïdes et lymphocytaires T respectivement, elles induisent des 

réponses intracellulaires similaires telles que l'activation de STAT5, PI3K/AKT et 

MAPK/ERK ainsi que l'expression des protéines C-fos, C-myc et Pim-I (Lilly et al. 1992, 

Maslinski et al. 1992, Torti et al. 1992, Beadling et al. 1993, Miura et al. 1994). Il a été 

montré que l'IL-2 et l'EPO, via leurs récepteurs, activent les mêmes voies de 

signalisation dans une lignée de lymphocytes T (Wakao et al. 1995). En outre, l’EPO-

R possède un domaine cytoplasmique critique pour la signalisation, qui est similaire à 

la région riche en sérine de IL-2Rβ (D'Andrea et al. 1989). 

Parallèlement à nos travaux sur la lignée rouge, nous avons donc voulu explorer 

l’action de la transferrine sur les voies de signalisation induites par l’IL-2R dans une 

lignée de lymphocytes T, ainsi que la coopération éventuelle entre la transferrine et 

l’IL-2 dans ces cellules.  
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5.2. AUTRES FONCTIONS DU TFR2 – ERYTHROPOÏESE  

5.2.1. MUTATIONS DU TFR2 

Comme nous l’avons vu plus haut, le principal rôle du TfR2 est de participer à la 

régulation de la production d’hepcidine. Cette observation est confirmée par le fait que 

des mutations du TfR2, chez l’homme comme chez la souris, entraînent une 

hémochromatose – une maladie caractérisée par une surcharge en fer en lien avec 

une absorption accrue du fer malgré un fer élevé (circulant ou stocké sous forme de 

ferritine), associée à des taux d’hepcidine anormalement bas (Fleming et al. 2002, 

Kawabata et al. 2005, Nemeth et al. 2005, Wallace et al. 2005, Wallace et al. 2007). 

La surcharge en fer chronique observée dans l’hémochromatose se complique de 

dépôts de fer dans les tissus, entraînant des toxicités notamment cardiaques, 

hépatiques jusqu’à la cirrhose, endocriniennes comme le diabète, et articulaires. Dans 

un modèle murin, une inactivation spécifique du TfR2 dans le foie entraîne exactement 

le même phénotype que les souris déficientes en TfR2 dans tout l’organisme : une 

surcharge martiale associée à une diminution de la production d’hepcidine (Wallace et 

al. 2007). Ceci suggère que le foie est le site majeur de fonction du TfR2. 

De plus, les souris déficientes en TfR2 ainsi que les patients atteints 

d'hémochromatose par mutation de TfR2 ne présentent pas d'érythropoïèse 

défectueuse (Camaschella et al. 2000, Fleming et al. 2002). 

 

5.2.2. FONCTION ERYTHROÏDE DU TFR2 

Ainsi, même s’il a été montré que le TfR2 était fortement exprimé par les 

précurseurs érythroïdes (Kawabata et al. 2001, Deaglio et al. 2002), son rôle dans 

l’érythropoïèse n’avait pas, jusqu’à récemment, suscité beaucoup d’attention. 

Plusieurs études ont pourtant identifié des polymorphismes du TfR2 affectant certains 

paramètres hématologiques et notamment le nombre de globules rouges (Soranzo et 

al. 2009, Auer et al. 2014). Puis le TfR2 a été identifié comme un partenaire de l'EPO-

R, et il a été montré que le TfR2 et l’EPO-R étaient co-exprimés pendant la 

différenciation érythroïde (Forejtnikova et al. 2010). En effet, les niveaux d’ARN 

messager du TfR2 augmentent entre les stades BFU-E et CFU-E (Li et al. 2014), puis 

l’expression du TfR2 suit celle de l’EPO-R pendant toute la différenciation terminale 

(Forejtnikova et al. 2010). L’association entre TfR2 et EPO-R survient dans le réticulum 

endoplasmique, pendant la maturation de ces deux protéines. La maturation de l’EPO-
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R est un processus relativement inefficace, aboutissant à l’accumulation de récepteurs 

dans le réticulum endoplasmique (Hilton et al. 1995). Il a été montré que l’association 

du TfR2 à l’EPO-R facilite sa maturation, et est essentiel pour un transport efficace de 

l’EPO-R à la surface cellulaire, augmentant ainsi son expression à la surface 

(Forejtnikova et al. 2010).  

Ceci suggère un rôle plutôt bénéfique du TfR2 sur l’érythropoïèse, mais les 

différentes études actuelles sur le rôle érythroïde du TfR2 retrouvent des résultats 

variables. 

 

Hypothèse n°1 : le TfR2 est un frein pour l’érythropoïèse et diminue la sensibilité des 

érythroblastes à l’EPO. 

Il a été montré qu’en l’absence de carence martiale, les souris déficientes en 

TfR2 à l’échelle de l’organisme (TfR2KO ou TfR2-/-) ont une hémoglobine élevée, que 

n’ont pas les souris déficientes en TfR2 uniquement au niveau du foie (Roetto et al. 

2010, Nai et al. 2014). Dans un contexte de carence martiale par surexpression 

d’hepcidine, ces souris TfR2-/- présentent une érythrocytose associée à une 

microcytose marquée, ce qui n’est pas le cas des souris déficientes en TfR2 

uniquement au niveau du foie (Nai et al. 2014). Ces souris, qui ont le même degré 

d’anémie, ont également le même taux d’EPO sérique, ce qui suggère que 

l’érythrocytose ne serait pas due à une augmentation du taux d’EPO mais à une 

augmentation de la sensibilité à l’EPO des précurseurs érythroïdes dépourvus de TfR2 

(Nai et al. 2014).  

Plus récemment, pour mieux explorer la fonction érythropoïétique du TfR2, Nai 

et al. ont développé des souris KO pour le TfR2 uniquement au niveau de la moelle 

osseuse. Ces souris, obtenues par transplantation de moelle de souris TfR2-/- dans 

des souris sauvages (WT, wild type) irradiées, présentent une augmentation du 

nombre de globules rouges et du taux d’hémoglobine dans les 2 à 4 mois suivant la 

transplantation de moelle osseuse (Nai et al. 2015). Ceci s’accompagne d’une 

diminution du volume globulaire moyen (VGM) et de la teneur corpusculaire moyenne 

en hémoglobine (TCMH), ce que l’on retrouve aussi lors d’une adaptation à une 

carence en fer. Ces souris présentent une augmentation de l’érythropoïèse terminale 

par diminution de l’apoptose des érythroblastes basophiles, polychromatophiles et 

acidophiles, des réticulocytes et des globules rouges (Artuso et al. 2018). Cependant, 

contrairement à ce que l’on observe en cas de carence martiale, cette situation n’est 
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pas accompagnée par une augmentation des taux d’EPO sérique, suggérant encore 

une fois que l’absence du TfR2 sur les progéniteurs érythroïdes augmente leur 

sensibilité à l’EPO. Ceci est confirmé par l’induction de gènes cibles de l’EPO, dont 

l’érythroferrone, chez les souris déficientes en TfR2 au niveau de la moelle (Artuso et 

al. 2018).  

L’érythroferrone (ERFE) est une hormone récemment découverte, produite par 

les érythroblastes en réponse à l’EPO et capable de supprimer l’expression de 

l’hepcidine (Kautz et al. 2014). Elle est principalement produite en cas d’érythropoïèse 

de stress, pour augmenter l’apport en fer. ERFE pourrait être impliquée dans 

l’interconnexion des fonctions hépatiques et érythroïdes du TfR2. 

Dans l’hypothèse que la perte du TfR2 au niveau érythroïde pourrait être 

bénéfique dans un contexte d’anémie chronique, l’inactivation du TfR2 au niveau de 

la moelle osseuse a ensuite été appliquée à un modèle de souris thalassémiques 

Hbbth3/+, qui récapitule le phénotype d’une bêta-thalassémie intermédiaire chez 

l’homme (Artuso et al. 2018). Dans ce modèle, la déficience en TfR2 améliore 

effectivement l’anémie et la surcharge martiale des souris. Globalement, ces études 

montrent que le TfR2, dans la moelle, n’a pas d’impact notable sur l’homéostasie du 

fer, suggérant deux rôles différents pour le TfR2 (Nai et al. 2015). 

Un premier modèle hypothétique sur les fonctions hépatiques et érythroïdes 

pourrait donc être le suivant (Figure 14) : en condition de forte saturation de la 

transferrine, le TfR2 hépatique favoriserait l’expression de l’hepcidine, qui diminue les 

quantités de fer sérique, tandis que le TfR2 érythroïde diminuerait la sensibilité des 

progéniteurs érythroïdes à l’EPO pour limiter une érythropoïèse excessive. En cas de 

carence martiale, le TfR2 hépatique serait dégradé, ce qui diminuerait l’expression de 

l’hepcidine, tandis que la dégradation du TfR2 érythroïde restaurerait la sensibilité des 

progéniteurs érythroïdes à l’EPO pour stimuler l'érythropoïèse. Cette érythropoïèse de 

stress favoriserait l’expression d’ERFE qui contribue à l’inhibition de l’hepcidine, afin 

d’augmenter le fer sérique nécessaire à l’érythropoïèse.    
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Figure 14. Modèle hypothétique des fonctions hépatiques et érythroïdes du TfR2, 

d’après (Pantopoulos 2015). 

 

Hypothèse n°2 : le TfR2 est nécessaire à une érythropoïèse efficace et augmente la 

sensibilité des érythroblastes à l’EPO. 

D’autres études suggèrent une hypothèse inverse concernant le rôle érythroïde 

du TfR2.  

En effet, dans l’étude de Forejtnikova et al., les progéniteurs érythroïdes des 

souris TfR2-/- présentent une diminution de la sensibilité à l’EPO, corrigée par une 

augmentation des taux d’EPO sérique (Forejtnikova et al. 2010). L’inactivation (knock-

down) in vitro du TfR2 dans des précurseurs érythroïdes humains retarde la 

différenciation terminale des précurseurs érythroïdes (Forejtnikova et al. 2010), 

indiquant donc que le TfR2 semble nécessaire à une érythropoïèse efficace.  

De même, Rishi et al. ont démontré, dans un modèle murin déficient en TfR2 

spécifiquement dans le compartiment hématopoïétique, que le TfR2 érythroïde était 

essentiel pour une réponse érythropoïétique adaptée en cas d’anémie par carence 

martiale (Rishi et al. 2016). En dehors de toute carence, les souris TfR2-/-  dans la 

moelle avaient un taux d’hémoglobine, un volume globulaire total et un nombre de 

globules rouges légèrement diminués par rapport aux souris WT. En cas de régime 

pauvre en fer administré depuis la naissance, ces valeurs étaient comme attendu 

basses chez toutes les souris, mais les souris TfR2-/- présentaient une accumulation 
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de progéniteurs érythroïdes immatures dans la moelle et la rate, suggérant un défaut 

de différenciation des érythroblastes. 

Dans un autre modèle murin, où l’anémie a été obtenue par inactivation du gène 

Tmprss6 (aussi appelé matriptase-2 ou MT-2) qui régule négativement l’hepcidine, les 

auteurs ont également observé un défaut de maturation érythroïde terminale en 

l’absence de TfR2 (Wallace et al. 2015). 

Dans un modèle de souris TfR2-/- dans lequel le KO n’est pas restreint à 

l’hématopoïèse, les souris développent une dysérythropoïèse avec accumulation de 

progéniteurs érythroïdes immatures dans la moelle associée à une augmentation de 

l’apoptose (Pellegrino et al. 2017). Cependant, ces souris présentent également une 

surcharge martiale, ce qui peut directement participer à cette dysérythropoïèse.  

 

Globalement, le rôle exact du TfR2 dans l’érythropoïèse n’est donc pas encore 

parfaitement déterminé, puisqu’il semble que les effets observés en présence ou en 

l’absence de TfR2 soient dépendants du modèle. Cependant, toutes ces études 

s’accordent à dire que le TfR2 a bien un rôle dans l’érythropoïèse indépendant de son 

rôle dans l’homéostasie du fer, qu’il semble agir au moment l’érythropoïèse terminale 

en coopération avec l’EPO, et que sa fonction est modulée par le statut en fer. 

 

5.2.3. TFR2 ET SIGNALISATION DE L’EPO-R 

Ainsi, le TfR2 pourrait être un modulateur de l’érythropoïèse, en limitant la 

sensibilité à l’EPO des précurseurs érythroïdes pour éviter une production excessive. 

Le TfR2 étant un partenaire de l’EPO-R, cette régulation pourrait passer par un 

contrôle de la signalisation de l’EPO-R.  

En effet, dans les modèles développés par Nai et al, les souris déficientes en 

TfR2 au niveau de la moelle présentent une augmentation de l’expression des gènes 

cibles de l’EPO, suggérant une augmentation de la signalisation induite par l’EPO-R 

impliquant notamment les voies STAT5 et PI3K/AKT (Nai et al. 2015, Artuso et al. 

2018). Cependant, l’effet direct du TfR2 sur la signalisation érythroïde a peu été étudié. 

Nous avons donc voulu évaluer l’impact du TfR2 sur la signalisation de l’EPO-R dans 

les précurseurs érythroïdes.  
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6. PHYTOESTROGENES ET CURCUMA COMOSA 

6.1. RAPPELS SUR LES ŒSTROGENES   

6.1.1. PRODUCTION ET FONCTION DES ŒSTROGENES  

Les œstrogènes sont des hormones sexuelles féminines, de la famille des 

stéroïdes naturels. Les quatre œstrogènes naturels sont l’œstrone (E1), l’œstradiol ou 

17β-œstradiol (E2), l’œstriole (E3) et l’œstetrole (E4). L’œstradiol (E2) est considéré 

comme l’œstrogène majoritaire. L’œstriole (E3) et l’œstetrole (E4) sont synthétisés 

principalement au cours de la grossesse, E3 par le placenta et E4 par le foie du fœtus. 

L’œstrone (E1) est produit en quantité beaucoup moins importante que l’œstradiol (E2), 

ses taux augmentent surtout pendant la ménopause, et il a une affinité plus faible pour 

les récepteurs aux œstrogènes (Kuiper et al. 1997).  

Les œstrogènes sont principalement produits par les follicules ovariens et le 

placenta, mais peuvent également être produits en petites quantités par de nombreux 

autres tissus (Gruber et al. 2002). Ils sont synthétisés à partir du cholestérol, et sont 

issus de réactions catalysées par des enzymes appelées aromatases, à partir 

d’androgènes (Figure 15) – les androgènes étant les hormones sexuelles masculines.  

 

 
 

Figure 15. Schéma simplifié de la synthèse des principaux œstrogènes. 

 

Une fois synthétisés, les œstrogènes rejoignent la circulation sanguine pour aller 

agir sur leurs tissus cibles. Parmi ces tissus cibles, on retrouve les glandes mammaires, 
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les ovaires, l’utérus, les testicules, la prostate et l’épididyme. Cependant, de nombreux 

autres tissus expriment les récepteurs aux œstrogènes au sein de l’organisme, et 

notamment les os, les poumons, le cœur, le foie, les reins, le système digestif, le 

système nerveux et l’hypophyse (Couse and Korach 1999, Nilsson et al. 2001, Pearce 

and Jordan 2004). 

Les œstrogènes sont présents chez l’homme (Gooren and Toorians 2003) 

comme chez la femme, même s’ils sont retrouvés en général en beaucoup plus grande 

quantité chez la femme. Ils sont essentiels pour le développement des caractères 

sexuels secondaires, le contrôle du cycle menstruel chez la femme, ainsi que la 

reproduction. Cependant, l’expression diffuse de leurs récepteurs suggère que les 

œstrogènes exercent de nombreuses autres fonctions : ils sont en effet impliqués 

notamment dans le maintien de la densité osseuse, la protection contre 

l’hypercholestérolémie et les maladies cardio-vasculaires, ainsi que la neuroprotection 

(Couse and Korach 1999, Pearce and Jordan 2004, Heldring et al. 2007).  

L’inactivation d’un ou plusieurs récepteurs aux œstrogènes par KO dans des 

modèles murins a montré que l’absence de ces récepteurs est viable, et ne semble 

pas provoquer de phénotype externe anormal notable (Lubahn et al. 1993, Krege et 

al. 1998). Ces récepteurs ont néanmoins un rôle important dans la morphogenèse de 

l’utérus, des ovaires, de la glande mammaire, de la prostate mais aussi du cerveau 

(Heldring et al. 2007). 

 

6.1.2. RECEPTEURS AUX ŒSTROGENES  

Les œstrogènes agissent via une liaison à deux récepteurs distincts : le récepteur 

aux œstrogènes alpha (ER-α) et le récepteur aux œstrogènes bêta (ER-β). Un 

récepteur alternatif a également été décrit, un récepteur couplé aux protéines G appelé 

GPR30 puis GPER (G-protein coupled estrogen receptor) (Carmeci et al. 1997), mais 

dont le rôle est un peu plus controversé. 

Les récepteurs ER-α et ER-β sont tous les deux des protéines intra-cellulaires et 

font partie de la famille des récepteurs nucléaires. Dans la famille des récepteurs 

nucléaires, on trouve aussi les autres récepteurs stéroïdes comme les récepteurs aux 

androgènes, à la progestérone, aux glucocorticoïdes et aux minéralocorticoïdes, mais 

aussi les récepteurs de la vitamine D, de l’acide rétinoïque, ou des hormones 

thyroïdiennes. 
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Les effets des œstrogènes après liaison avec leurs récepteurs sont de deux 

ordres : génomiques et non génomiques. Les effets génomiques résultent de la liaison 

des récepteurs aux œstrogènes sur l’ADN après translocation dans le noyau. Les 

récepteurs agissent ici comme des facteurs de transcription, la voie classique étant 

dépendante de la liaison au ligand. Dans la voie non génomique, qui implique 

principalement ER-α, ce dernier est localisé près de la membrane plasmique, et sa 

liaison à l’œstradiol va activer des cascades de signalisation – dont les voies PI3K/AKT 

et MAPK/ERK (Le Romancer et al. 2011) (Figure 16). Quel que soit le mécanisme 

d’action, les récepteurs aux œstrogènes stimulent la prolifération et la survie cellulaire. 

 

 
 

Figure 16. Représentation simplifiée des effets génomiques (à gauche) et non 

génomiques (à droite) des récepteurs aux œstrogènes, d’après (Le Romancer et 

al. 2011).  

ER : récepteur aux œstrogènes, ER-α : récepteur aux œstrogènes alpha, E2 : œstradiol, 

Hsp90 : heat shock protein 90 (protéine chaperonne). 

Voie génomique classique (transcription des gènes) : le récepteur aux œstrogènes (α ou β) 

est lié à la protéine chaperonne Hsp90 dans le cytoplasme en l’absence d’E2. La liaison de 

E2 à son récepteur va entraîner une modification de conformation du récepteur facilitant sa 

dissociation de Hsp90, sa dimérisation, et sa translocation dans le noyau pour agir comme 

facteur de transcription en se liant à l’ADN via un élément de réponse aux œstrogènes. 

Voie non génomique (transduction du signal) : un petit stock de ER-α situé près de la 

membrane va, après liaison à E2 et dimérisation, recruter des protéines kinases (Src et PI3K) 

et activer des voies de signalisation (ERK, AKT). 
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 Les récepteurs aux œstrogènes ont d’autres ligands, et notamment les SERM, 

les phytoestrogènes et certains perturbateurs endocriniens.  

Les SERM (selective ER modulator) sont des modulateurs sélectifs des 

récepteurs aux œstrogènes, qui peuvent fonctionner comme des agonistes ou des 

antagonistes selon les gènes et les tissus (Dutertre and Smith 2000). Par exemple, le 

tamoxifène a un effet anti-œstrogène sur le tissu mammaire normal ou tumoral, mais 

un effet œstrogénique sur d’autres tissus et notamment l’endomètre et l’os. Il est utilisé 

dans le traitement du cancer du sein, et présente comme bénéfice secondaire un effet 

préventif sur la perte osseuse post-ménopausique. 

Des perturbateurs endocriniens retrouvés dans l’alimentation ou l’environnement, 

comme le bisphénol A, peuvent également se lier aux récepteurs aux œstrogènes 

(Delfosse et al. 2014). Leurs effets peuvent aussi différer selon les tissus : agonistes, 

avec une action similaire à celle des œstrogènes par mimétisme, ou antagonistes, en 

se fixant aux récepteurs sans les activer.  

Comme nous le verrons plus loin, les phytoestrogènes ont aussi la capacité de 

se lier aux récepteurs aux œstrogènes, et agissent en général comme des agonistes 

– ils ont donc plutôt une action pro-œstrogénique.  

 

 

6.2. ŒSTROGENES ET ERYTHROPOÏESE 

6.2.1. ŒSTROGENES ET HEMATOPOÏESE  

Connaissant le rôle majeur des hormones en général dans la régulation de 

l’hématopoïèse, plusieurs études se sont intéressées au rôle des œstrogènes dans ce 

contexte. 

Les œstrogènes sont connus pour avoir un effet bénéfique sur la masse osseuse 

(Nakamura et al. 2007, Imai et al. 2009), et donc également sur la niche 

hématopoïétique située au sein des os (Dai et al. 2007, Fan et al. 2014, Gao et al. 

2015). Lorsqu’ils se sont avérés également favorables à l’hématopoïèse, il a été 

suggéré que cet avantage pourrait être lié uniquement à l’amélioration de la niche (Qiu 

et al. 2012). Finalement, il a été démontré que les œstrogènes avaient un impact sur 

les cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques indépendamment de leur effet 

sur le système osseux (Illing et al. 2012). 

De plus en plus de données montrent que les œstrogènes semblent en effet avoir 
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un rôle important dans l’hématopoïèse. Ce rôle est suggéré depuis longtemps, mais le 

mécanisme n’est pas encore parfaitement compris et les études sont parfois 

discordantes. D’après les différentes données disponibles, et de façon non exhaustive, 

les œstrogènes stimuleraient la granulopoïèse (Reisner 1966), la mégacaryopoïèse 

(Bord et al. 2000) et la différenciation en cellules dendritiques (Paharkova-Vatchkova 

et al. 2004), réguleraient négativement la lymphopoïèse B (Medina and Kincade 1994, 

Medina et al. 2000, Medina et al. 2001), perturberaient la distribution des sous-

populations B (Grimaldi et al. 2001) mais stimuleraient la production d’anticorps 

(Butterworth et al. 1967, Erlandsson et al. 2002), et altèreraient la lymphopoïèse T en 

induisant une atrophie thymique (Phuc et al. 1981, Zoller and Kersh 2006) et une 

modification de la répartition des sous-populations lymphocytaires (Okasha et al. 2001) 

et des réponses lymphocytaires T (Maret et al. 2003, Gourdy et al. 2005) – modifiant 

ainsi les réponses immunes (Fish 2008, Ghazeeri et al. 2011). 

Une carence en œstrogènes induite par ovariectomie chez le rat entraîne une 

diminution de volume du tissu hématopoïétique (Lei et al. 2009). Globalement, la 

présence d’œstrogènes paraît nécessaire pour une hématopoïèse normale (Qiu et al. 

2012). 

Il avait déjà été montré que les œstrogènes, ou la progestérone, pouvaient agir 

sur les cellules souches mammaires en induisant à la fois une augmentation du 

nombre de ces cellules souches et leur différenciation (Asselin-Labat et al. 2010, Joshi 

et al. 2010), et ce, malgré l’absence d’expression des récepteurs aux œstrogènes 

classiques par les cellules souches mammaires. Cette action semblait donc soit 

nécessiter un récepteur alternatif, soit être indirecte, impliquant notamment la niche 

des cellules souches mammaires (Joshi et al. 2010). 

Dans la moelle osseuse, l’action des œstrogènes semble directe, médiée par le 

récepteur ER-α (Thurmond et al. 2000, Maret et al. 2003). Celui-ci est présent sur des 

cellules matures, mais également sur des progéniteurs myéloïdes et lymphoïdes 

(Thurmond et al. 2000, Igarashi et al. 2001, Carreras et al. 2008). Plus récemment, il 

a été démontré que le récepteur ER-α était exprimé par les cellules souches 

hématopoïétiques et qu’un traitement par œstradiol favorisait la multiplication et la 

différentiation de ces cellules souches, chez les souris mâles comme femelles 

(Nakada et al. 2014). Dans une autre étude, l’activation d’ER-α par le tamoxifène (un 

SERM), induisait l’apoptose des CSH à courte durée de vie et des progéniteurs 

multipotents, mais la prolifération des CSH quiescentes à longue durée de vie 
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(Sanchez-Aguilera et al. 2014). De façon intéressante, le tamoxifène induisait 

préférentiellement l’apoptose de cellules souches leucémiques, tout en n’ayant qu’un 

impact mineur sur l’hématopoïèse normale des souris (Sanchez-Aguilera et al. 2014).  

 

6.2.2. ŒSTROGENES ET ERYTHROPOÏESE  

Les œstrogènes ont longtemps été considérés comme néfastes pour 

l’érythropoïèse, puisqu’ils avaient tendance, à forte dose, à induire une anémie chez 

les mammifères (Dukes and Goldwasser 1961, Mirand and Gordon 1966). Chez les 

poulets, on observait une stimulation de la prolifération des progéniteurs érythroïdes, 

mais associée à un retard de maturation ainsi qu’à la répression de nombreux gènes 

érythroïdes – cette dernière semblant être un effet direct des œstrogènes (Schroeder 

et al. 1993).  

Il a ensuite été montré que les œstrogènes réduisaient le nombre de colonies 

érythroïdes (BFU-E pour burst forming unit erythroid) lors de cultures primaires de 

moelle osseuse humaine (Blobel et al. 1995). Ceci était lié à une régulation négative 

de l’expression de GATA-1 par le récepteur aux œstrogènes (Blobel et al. 1995), 

GATA-1 étant un facteur de transcription absolument essentiel à la survie et la 

maturation des précurseurs érythroïdes (Zermati et al. 2001, Ribeil et al. 2007, 

Gutierrez et al. 2008). En se liant à son récepteur, l’œstradiol était capable d’induire 

l’apoptose des cellules d’une lignée érythroleucémique humaine (Blobel and Orkin 

1996). 

Puis Nakada et al. ont démontré que les cellules souches hématopoïétiques 

(CSH) de souris répondent favorablement aux signaux œstrogéniques (Nakada et al. 

2014). Les auteurs révèlent que, en conditions basales, les CSH femelles ainsi que 

leurs progéniteurs directs, les progéniteurs multipotents (MPP), se divisent plus 

fréquemment que les CSH mâles et génèrent plus de progéniteurs érythroïdes. Malgré 

cette augmentation de division, les mâles et les femelles ont le même nombre de CSH 

à l’état basal, et la même composition en cellules dans la moelle osseuse et la rate. 

L’hypothèse proposée est que les CSH femelles subissent des divisions plus 

asymétriques que les CSH mâles, aboutissant à une production plus importante de 

progéniteurs érythroïdes, mais que ces derniers subissent ensuite une mort cellulaire 

plus importante que les progéniteurs érythroïdes mâles – aboutissant donc à un 

nombre équivalent de cellules érythroïdes à l’état basal. Les auteurs ont également 
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monté que l’administration d’œstradiol augmentait à la fois l’auto-renouvellement et la 

différenciation érythroïde des CSH mâles comme femelles (Nakada et al. 2014). Ainsi, 

pendant la grossesse, alors que les taux d'œstrogènes augmentent (Gruber et al. 

2002), on observe une expansion des CSH dans la moelle osseuse et la rate, et des 

progéniteurs érythroïdes dans la rate. Ceci pourrait avoir pour fonction d’aider les 

mères à répondre aux exigences hématopoïétiques liées à la grossesse : les CSH 

femelles étant ainsi en permanence “prêtes” à répondre à la demande accrue de sang 

pendant la grossesse (Leeman and Brunet 2014) (Figure 17). Dans l’espèce humaine 

également, on observe une augmentation de la masse globulaire totale, ainsi qu’une 

splénomégalie, au cours de la grossesse (Maymon et al. 2006).  

Les auteurs ont ensuite montré que l’effet de l’œstradiol observé dans la moelle 

osseuse était médié par le récepteur ER-α, entraînant l’activation de gènes liés au 

cycle cellulaire pour augmenter la prolifération des CSH (Carreras and Kovats 2014, 

Nakada et al. 2014). Les CSH mâles expriment également ce récepteur ER-α, 

expliquant que la réponse à l’œstradiol soit la même dans les CSH mâles ou femelles 

(Calvanese et al. 2014, Nakada et al. 2014). Cette prolifération des CSH était réduite 

en cas d’ovariectomie (les ovaires étant le principal lieu de production des œstrogènes), 

d’inactivation de ER-α, ou de traitement par inhibiteur de l’aromatase (l’aromatase 

étant l’enzyme nécessaire à la conversion des androgènes en œstrogènes) (Nakada 

et al. 2014). 

Une autre étude a permis de valider ces données dans des cellules humaines. 

En effet, sur des cellules souches pluripotentes induites ou des cellules issues de sang 

de cordon, l’œstradiol augmente également le nombre de cellules souches et de 

progéniteurs hématopoïétiques, puis d’érythrocytes (Kim et al. 2016). Cet effet est 

dépendant du récepteur ER-α, confirmant donc l’importance des œstrogènes et de la 

voie du récepteur ER-α dans l’hématopoïèse humaine. 
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Figure 17. Représentation du rôle des œstrogènes dans la régulation de 

l’érythropoïèse, d’après (Nakada et al. 2014) et (Leeman and Brunet 2014). 

 

6.3. LIMITES DE L’UTILISATION THERAPEUTIQUE DES ŒSTROGENES  

6.3.1. BENEFICES ET UTILISATIONS DES ŒSTROGENES  

Comme mentionné plus haut, les œstrogènes sont engagés dans de nombreux 

aspects de la santé féminine, mais également masculine. En dehors de leurs fonctions 

sur le système génital, ils ont de nombreux bénéfices sur le métabolisme du glucose 

et des lipides et la prévention des maladies cardio-vasculaires, la régulation de la 

réponse à l’insuline, le maintien de la masse osseuse, ou encore le maintien de la 

fonction cognitive (Couse and Korach 1999, Pearce and Jordan 2004, Heldring et al. 

2007). 

Le métabolisme des œstrogènes peut donc être ciblé dans plusieurs situations. 

Ainsi, un traitement par œstrogène peut être utilisé en supplémentation dans 

l’hypogonadisme féminin, dans des situations de carence en œstrogènes, 

d’aménorrhée primaire ou secondaire et dans certains cas d’infertilité, comme 

contraceptif oral, ou encore dans le traitement des symptômes de la ménopause et la 

prévention de l’ostéoporose post-ménopausique. Certains cancers hormono-

dépendants bénéficient également d’un traitement soit œstrogénique, soit anti-

œstrogénique – l’effet des œstrogènes comme des anti-estrogènes pouvant varier 

selon le tissu et/ou le récepteur.  



 

59 
 

6.3.2. EFFETS NEGATIFS DES ŒSTROGENES ENDOGENES OU EXOGENES 

Par ailleurs, bien que les œstrogènes soient essentiels à la physiologie humaine 

normale, ils peuvent avoir des effets indésirables sévères lorsqu’ils sont retrouvés à 

forte dose – notamment en cas d’utilisation thérapeutique. En particulier, de 

nombreuses études ont retrouvé une association entre les œstrogènes et le 

développement et/ou la progression de divers types de cancers, notamment le cancer 

du sein, de l’endomètre ou des ovaires chez la femme, le cancer de la prostate chez 

l’homme, ou encore les cancers du poumon et du colon (Clemons and Goss 2001, 

Prentice and Anderson 2008, Folkerd and Dowsett 2010, Nelles et al. 2011, Liang and 

Shang 2013). Les œstrogènes ont même été classifiés comme cancérigènes par le 

centre international de recherche sur le cancer (CIRC) et le National Toxicity Program 

des Etats-Unis.  

Des alternatives thérapeutiques ayant un potentiel similaire, sans augmentation 

de ces risques, représenteraient donc une stratégie attrayante.  

 

6.4. PHYTOESTROGÈNES 

Les phytoestrogènes sont des composés végétaux non stéroïdiens d'origine 

naturelle, dont la structure est très proche de celle des œstrogènes endogènes et qui 

exercent une activité œstrogénique (Desmawati and Sulastri 2019). Ils exercent leurs 

actions principalement en activant la transcription de gènes cibles spécifiques dans le 

noyau après leur liaison aux récepteurs aux œstrogènes, ER-α et ER-β (Kuiper et al. 

1998, Kostelac et al. 2003). 

Des effets pharmacologiques divers sur de nombreux tissus ont été attribués aux 

phytoestrogènes (Cos et al. 2003), dont un effet préventif sur le développement du 

cancer du sein (Fritz et al. 1998, Lamartiniere 2000), de troubles du métabolisme 

lipidique (Merz-Demlow et al. 2000, Hwang et al. 2001) ou d’ostéoporose chez les 

femmes ménopausées (Alekel et al. 2000). D’autres actions des phytoestrogènes sont 

indépendantes de leur liaison aux récepteurs aux œstrogènes, comme leurs effets 

anti-oxydants ou anti-inflammatoires (Cos et al. 2003, Ricketts et al. 2005).  

Les phytoestrogènes suscitent surtout beaucoup d’intérêt en tant qu’alternatives 

aux œstrogènes en raison de leur profil de tolérance plus favorable, notamment pour 

soulager les symptômes de la ménopause. 
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6.5. CURCUMA COMOSA 

6.5.1. DESCRIPTION DU CURCUMA COMOSA 

Le curcuma appartient à la famille des Zingibéracées, une famille de plantes à 

fleurs regroupant environ 1600 espèces réparties en une cinquantaine de genres. 

Cette famille regroupe plusieurs espèces couramment utilisées comme épices ou 

condiments, telles que le gingembre, la cardamome ou le curcuma. L’épice que l’on 

connaît sous le nom de curcuma est issue de l’espèce Curcuma longa.  

Plusieurs épices de cette famille sont connues pour avoir des propriétés 

médicinales : anti-émétique, anti-migraineux et aphrodisiaque pour le gingembre 

(Chrubasik et al. 2005), détoxifiante pour la cardamome, anti-inflammatoire et anti-

cancéreuse pour le curcuma (Kocaadam and Sanlier 2017). 

Le Curcuma comosa, de son nom complet Curcuma comosa Roxb, doit son nom 

au Dr William Roxburgh, un chirurgien et botaniste écossais connu comme le père 

fondateur de la botanique indienne (Figure 18). Il peut être trouvé en Inde et en Asie, 

notamment en Thaïlande, Indonésie et Malaisie. 
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Bulbes gros, ovales, ochraceux, à l’intérieur ocre pâle. Des 
épis claviformes ; des bractées fertiles de couleur rose 
pâle ; une pointe épaisse et rosée. Feuilles larges-
lancéolées ; un léger nuage ferrugineux au-dessus du 
milieu des plus jeunes feuilles ; toutes les autres parties 
sont vertes. 
Originaire de Bruma. De Rangoon, M. Félix Carey a 
envoyé des plantes au Jardin botanique de Calcutta, où 
elles poussent bien, et fleurissent en mai, date à laquelle 
c'est de loin la plus belle et la plus grande du genre que 
j'aie jamais vue. 
Bulbes très gros, ovales, de couleur ocre pâle à l'intérieur. 
Tubercules palmés rares. Tubercules pendulaires 
lancéolés, reliés au bulbe par des cordons fibreux d'une 
longueur et d'une épaisseur peu communes. Feuilles 
bifides, pétiolées sur leurs gaines, lancéolées, lisses et 
vertes dans toutes leurs parties, à l'exception de celles qui 
apparaissent les premières dans la saison, qui ont un léger 
nuage ferrugineux au dessus de la surface supérieure ; 
longueur deux à trois pieds ; les pétioles dont les bases de 
gainage mesurent environ autant, rendant la taille de la 
plante entière à cinq ou six pieds de hauteur. Pointes 
latérales, apparaissant plutôt avant les feuilles, courtes, 
grandes, claviformes. Bractées fertiles, d'un beau rose 
pâle. Les feuilles au niveau de la pointe sont d’un rose-
rouge profond, vif ; à cause de la beauté et de la taille de 
cette partie, je lui ai donné le nom trivial de comosa. 
Corole avec bordure extérieure rose, intérieur jaune pâle. 

 

Figure 18. Description du Curcuma comosa par William Roxburgh en 1810 

(Roxburgh 1810). 

 

La partie du Curcuma comosa qui est utilisée est le rhizome, sa volumineuse tige 

souterraine, qui est séchée puis réduite en poudre (Figure 19). Cette poudre est 

ensuite mise à macérer pendant environ 48h dans un solvant qui peut être par exemple 

de l’éthanol ou de l’hexane, afin d’obtenir les extraits utilisés pour leurs vertus 

thérapeutiques.   
 

   
 

Fleurs de Curcuma 
comosa 

Rhizome de Curcuma 
comosa 

Différentes 
préparations à partir 

du rhizome 

Gélules de 
Curcuma comosa  

 

Figure 19. Plusieurs formes du Curcuma comosa. 
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6.5.2. PROPRIETES MEDICINALES DU CURCUMA COMOSA 

Le Curcuma comosa, appelé Waan Chak Modluk en thaïlandais, est utilisé 

depuis longtemps dans la médecine traditionnelle Thaïlandaise comme traitement des 

saignements utérins après accouchement, et des symptômes de la ménopause, grâce 

à son activité œstrogénique (Piyachaturawat et al. 1995).  

 

De nombreuses autres vertus proches de celles des œstrogènes ont été 

attribuées au Curcuma comosa, à l’un de ses extraits ou l’un de ses composants, telles 

que :  

• Une activité sur le métabolisme lipidique des souris et des hamsters avec un effet 

hypolipémiant et hypocholestérolémiant (Piyachaturawat et al. 1997, 

Piyachaturawat et al. 1999), et prévention de l’athérosclérose chez le lapin 

(Charoenwanthanang et al. 2011), 

• Une action anti-diabétique chez le rat avec diminution de la résistance à l’insuline 

(Prasannarong et al. 2012),  

• Un effet vasodilatateur dépendant du récepteur aux œstrogènes et impliquant la 

synthèse de monoxyde d’azote (NO) chez le rat (Intapad et al. 2009, Intapad et al. 

2012),  

• Une action anti-inflammatoire via la diminution du relargage de cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNF-α (Tumor Necrosis Factor alpha) et l’interleukine-

1β sur une lignée de cellules microgliales de rat et des cellules mononucléées 

humaines (Jantaratnotai et al. 2006, Sodsai et al. 2007, Thampithak et al. 2009),  

• Un effet protecteur sur le déclin de la fonction cognitive chez le rat (Su et al. 2010, 

Su et al. 2011), 

• Une action anti-ostéoporotique chez la souris avec prévention de la perte osseuse 

induite par une carence en œstrogènes (Weerachayaphorn et al. 2011, Bhukhai et 

al. 2012), 

• Un effet protecteur contre certaines lésions hépatiques induites chez la souris 

(Weerachayaphorn et al. 2010), 

• Un effet protecteur sur la néphrotoxicité induite par la cisplatine chez la souris 

(Jariyawat et al. 2009),  

• Une action anti-oxydante avec protection contre un stress oxydatif induit sur des 

cellules humaines d’épithélium pigmentaire rétinien (Jitsanong et al. 2011), 

• Une action cytotoxique sur des cellules leucémiques murines (Jariyawat et al. 2011). 
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6.5.3. ACTIVITE ŒSTROGENIQUE DU CURCUMA COMOSA  

Parmi les différents extraits du Curcuma comosa, il a été montré que l’extrait 

d’hexane était celui qui présentait l’activité œstrogénique la plus marquée 

(Piyachaturawat et al. 1995).  

Un certain nombre de diarylheptanoïdes, qui sont une famille de métabolites 

secondaires des plantes, ont été isolés à partir du Curcuma comosa (Suksamrarn et 

al. 2008). Parmi ceux-ci, ASPP 049 ((3R)-1,7-diphenyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol), ou 

ASPP 049, est le composant principal (Suksamrarn et al. 2008) et celui qui exerce la 

plus forte activité œstrogénique (Winuthayanon et al. 2009).  

 

La plupart des phytoestrogènes ont été identifiés grâce à leurs similitudes 

fonctionnelles, mais aussi structurelles, avec les œstrogènes : c’est notamment le cas 

pour la génistine, un phytoestrogène commun issu du soja (Figure 20). Bien que tous 

les diarylheptanoïdes issus du Curcuma comosa présentent une activité œstrogénique 

inférieure à celle du 17β-œstradiol (E2), certains, dont ASPP 049, exercent une activité 

œstrogénique plus élevée que celle de la génistine – et ce malgré des différences de 

structure (Figure 20) (Suksamrarn et al. 2008).  

 

 
 

 

17β-œstradiol (E2) Génistine ASPP 049 
 

Figure 20. Structure du 17β-œstradiol, de la génistine et du composé ASPP 049. 

 

Traditionnellement, le Curcuma comosa est connu pour soulager la douleur et 

l’inflammation utérine post-partum, et améliorer l’involution utérine après la naissance. 

Il est également utilisé dans le but de renforcer les muscles vaginaux et prévenir le 

prolapsus du vagin, soulager les symptômes du syndrome prémenstruel et de la 

ménopause. 

Une étude chez le rat a montré que le Curcuma comosa permettait une 

augmentation de l’épaisseur de l’épithélium utérin ainsi qu’une amélioration de la 

croissance et de la kératinisation de la membrane vaginale, même si ces effets étaient 
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moindres que ceux obtenus avec l’œstradiol (Piyachaturawat et al. 1995). Le Curcuma 

comosa permettait également de diminuer la contraction du muscle lisse utérin chez 

le rat (Sawasdipanich 1994). 

 

 Concernant le mécanisme d’action, le composé ASPP 049 agit via le récepteur 

aux œstrogènes ER-α (Winuthayanon et al. 2009). Ses effets sont abolis en présence 

d’un inhibiteur spécifique du récepteur aux œstrogènes, ICI 182,780 (Intapad et al. 

2009). 

 La liaison d’ASPP 049 au récepteur ER-α augmente la phosphorylation d’AKT et 

active la voie de signalisation de l’oxyde nitrique synthase (NOS) aboutissant à la 

production de monoxyde d’azote au niveau du tissu aortique chez le rat (Intapad et al. 

2009), ainsi que la voie de signalisation Wnt/bêta-caténine, qui est associée à la 

prolifération et la différenciation des cellules osseuses (Bhukhai et al. 2012).  

  

 L’activité du Curcuma comosa ou de son composant ASPP 049 sur 

l’érythropoïèse n’a jamais été étudiée. Etant donné l’effet bénéfique des œstrogènes 

sur l’érythropoïèse, nous avons voulu étudier l’action de ce phytoestrogène sur la 

lignée érythroïde, seul ou en coopération avec les facteurs de croissance 

érythropoïétiques majeurs que sont le SCF et l’EPO. 
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V. Justification de l’étude 

 

L’érythropoïèse est un processus à la fois extrêmement productif et très finement 

régulé, afin de produire un nombre de globules rouges en permanence adapté aux 

besoins. A l’état physiologique, le nombre de globules rouges produits est déjà énorme 

puisqu’il est estimé à deux millions de globules rouges par seconde, soit 200 milliards 

par jour. Etant donné le rôle essentiel des globules rouges dans le transport de 

l’oxygène, l’organisme doit être capable d’augmenter rapidement cette production en 

cas de stress hématopoïétique, lorsqu’il existe une demande accrue en globules 

rouges – par exemple en cas d’anémie aiguë périphérique ou d’hypoxie.  

Il existe donc au niveau de la moelle osseuse une réserve de progéniteurs et 

précurseurs érythroïdes qui peuvent proliférer et se différencier en érythrocytes 

matures en cas de stress, mais dont une partie va entrer en apoptose à l’état 

physiologique afin de ne pas entraîner de surproduction de globules rouges. Cette 

régulation est majoritairement médiée par le taux d’EPO. Cependant, à l’état 

physiologique, pour un même taux d’EPO, seule une partie des progéniteurs 

érythroïdes va entrer en apoptose, tandis qu’une autre partie va survivre et poursuivre 

sa différenciation. Ces progéniteurs sont considérés comme plus sensibles à l’EPO, 

puisqu’ils sont capables de répondre à de faibles concentrations d’EPO. Les facteurs 

qui modulent cette sensibilité des progéniteurs érythroïdes à l’EPO ne sont pas encore 

parfaitement connus. 

 

En nous basant sur des travaux préliminaires réalisés au sein du laboratoire, 

nous avons voulu explorer le rôle de deux acteurs potentiels de cette régulation : la 

transferrine et ses récepteurs d’une part, un phytoestrogène et le récepteur ER-α 

d’autre part. Nous avons choisi d’explorer ces deux sujets par le biais de la 

signalisation érythroïde, en raison de données récentes issues du laboratoire et de la 

littérature sur la signalisation induite par le TfR1 et par l’ER-α. 
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 Les objectifs de ce travail étaient les suivants (Figure 21) :  

• Sachant que le TfR1 est un récepteur capable d’induire une signalisation, et qu’il 

est très fortement exprimé sur les érythroblastes, quel est l’impact de la transferrine 

sur les voies de signalisation érythroïdes ? Existe-t-il une coopération entre la 

transferrine et les facteurs érythroïdes essentiels que sont l’EPO et le SCF, sur 

l’activation de ces voies de signalisation ? Cette coopération est-elle indépendante 

du rôle d’endocytose du fer du TfR1 ? 

• Sachant qu’il n’a jamais été trouvé d’interaction entre le TfR1 et l’EPO-R, mais qu’il 

existe une interaction bien démontrée entre TfR2 et EPO-R, le TfR2 a-t-il un impact 

sur l’activation des voies de signalisation érythroïdes ? 

• Sachant que la signalisation induite par l’ER-α a un effet bénéfique sur 

l’érythropoïèse, et que le Curcuma comosa est un phytoestrogène capable de se 

lier à l’ER-α, le Curcuma comosa a-t-il un impact positif sur l’érythropoïèse, et par 

quel mécanisme ? 

 

 
 

Figure 21. Résumé schématique des objectifs de ce travail. 

 

Les éléments de réponse sont présentés ci-dessous, sous la forme de deux short 

reports en cours de soumission. 
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VI. Résultats 

1. HOLO-TRANSFERRIN POTENTIATES ERYTHROPOIETIN-INDUCED ACTIVATION OF MAJOR 

PATHWAYS INVOLVED IN ERYTHROBLAST PROLIFERATION AND SURVIVAL 

1.1. SHORT REPORT 
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Supplemental methods. 

CRISPR/Cas9. 

We designed and ordered 3 different sgRNA from Eurofins targeting TfR2 (sequence 

ACGCTGGTAGACGGTCTGAG, TCTGACTCAGGACATTCGCG and 

TGGACCGACACGCACTACGT). After ligation in a LentiCRISPRv1 vector GFP and 

transformation in Stbl3 bacteria (One Shot Stbl3 Chemically Competent E. coli from 

Thermofischer), correct insertion was verified by PCR and Sanger sequencing. The 3 sgRNA 

were co-transfected in UT-7/EPO cells and cells were selected by GFP expression. After single 

cell cloning, 6 clones were selected after western blot analysis and 3 were used for the 

experiments. 

KIT225 culture and stimulation. 

KIT225 cells are a human T-lymphocyte cell line dependent on interleukin-2 (IL-2) for 

proliferation and survival. They were maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 10% 

FBS, 20 units/ml of recombinant IL-2, penicillin and streptomycin at 37 °C in a 5% CO2 humid-

ified atmosphere. To starve cells from growth factors, the cells were washed and placed for 

16-18 hours in IMDM medium containing 0.4% BSA. During the last 4 hours, the cells were 

also starved of transferrin using 5 μM ferric nitrilotriacetate (NTA). We then treated the cells at 

37°C with IL-2, holo-tranferrin and/or apo-transferrin at varying concentrations and for varying 

times before stopping the reaction by the addition of an excess of cold PBS. 
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Figure 1. Holo-Tf improves EPO-R signaling in UT7/EPO cells. (1/3) 

A. B. 

 
 

 
 

 
 

  

 

D. 

 

 

C.  

 
 

 

A. Phosphorylation of AKT and ERK1/2 evaluated by immunoblotting in UT7 cells starved and 

stimulated with or without EPO (0 to 1 U/mL) and/or Holo-Tf (0 to 2 mg/mL), WB and 

quantification (n=5) 

B. Phosphorylation of AKT and ERK1/2 in UT7 cells starved and stimulated with or without 

EPO (0, 0.1 or 1 U/mL) and/or Holo-Tf (0.2 mg/mL), WB and quantification (n=10); * p<0,01 

C. Phosphorylation of ERK1 and 2 evaluated by NanoPro in UT7 cells starved and stimulated 

with or without EPO (0 to 1 U/mL) and/or Holo-Tf (0 to 1 mg/mL) (n=1) 

D. Phosphorylation of AKT and ERK1/2 in UT7 cells starved and stimulated from 0 to 60 

minutes with or without EPO (0.1 U/mL) and/or Holo-Tf (0.2 mg/mL), representative WB 

(n=3) 
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Figure 1. Holo-Tf improves EPO-R signaling in UT7/EPO cells. (2/3) 
 

E.  

 
 
 

 
F.  

 
 
 

 
G.  

 
 

H. 
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E. Phosphorylation of AKT and ERK1/2 in UT7 cells starved and stimulated with or without 

EPO (0 to 1 U/mL), Apo-Tf (0.2 mg/mL) or Holo-Tf (0.2 mg/mL), WB and quantification 

(n=3) 

F. Phosphorylation of AKT and ERK1/2 in UT7 cells starved and stimulated with or without 

SCF (0 to 4 ng/mL) and Holo-Tf (0.2 mg/mL), WB and quantification (n=3) 

G. Phosphorylation of STAT5 in UT7 starved and stimulated with or without EPO (0.1 U/mL) 

and/or Holo-Tf (0.2 mg/mL), WB and quantification (n=10) ; * p < 0,01, and phosphorylation 

of STAT5 in UT7 cells starved and stimulated from 0 to 60 minutes with or without EPO 

(0.1 U/mL) and/or Holo-Tf (0.2 mg/mL), representative WB (n=3) 

H. Phosphorylation of AKT, ERK1/2 and STAT5 in UT7 cells starved and stimulated with or 

without EPO (0, 0.1 or 1 U/mL) and/or Holo-Tf (0.2 mg/mL), with or without a JAK2 inhibitor, 

WB and quantification (n=3) 

 

 

Figure 1. Holo-Tf improves EPO-R signaling in UT7/EPO cells. (3/3) 
 

I.  

 

 
 
 

 

 
I. Expression of surface TfR1 (CD71) by flow cytometry after stimulation by A24 with or 

without dynasore in UT7 cells, and phosphorylation of AKT, ERK1/2 and STAT5 in UT7 

cells starved and stimulated with or without EPO (0.1 U/mL) and/or Holo-Tf (0.2 mg/mL), 

with or without dynasore, by WB and quantification of pooled experiments (n=4) 
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Supplemental Figure 1. Holo-Tf improves IL-2R signaling in KIT225 cells. 

A. 

  

B. 

 

C.  

  

D. 

 

 

 

A. Phosphorylation of AKT, ERK1/2 and STAT5 evaluated by immunoblotting in KIT225 cells 

starved of IL2 and stimulated with or without IL2 (0 to 200 U/mL) and/or Holo-Tf (0.2 mg/mL) 

B. Quantification of phosphorylation of AKT, ERK1/2 and STAT5 in KIT225 cells starved of 

IL2 and stimulated with or without IL2 (0 to 200 U/mL) and/or Holo-Tf (0.2 mg/mL) (n=6) 

C. Phosphorylation of AKT, ERK1/2 and STAT5 in starved and stimulated KIT225 cells from 

0 to 60 minutes with or without IL2 (50 U/mL) and/or Holo-Tf (0.2 mg/mL) 

D. Expression of surface TfR1 (CD71) by flow cytometry after stimulation by A24 with or 

without dynasore in KIT225 cells, and phosphorylation of AKT, ERK1/2 and STAT5 in 

KIT225 cells starved and stimulated with or without IL2 (50 U/mL) and/or Holo-Tf (0.2 

mg/mL), with or without dynasore 
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Figure 2. Knock-out of TfR2 improves EPO-R signaling, but abrogates the effect 

of Holo-Tf, in UT7/EPO cells (1/3) 
 

A.

. 

 

 

 

B.  

 

 

 

 

 
 

A. Phosphorylation of AKT, ERK1/2 and STAT5 evaluated by immunoblotting in WT and 

CRISPR TfR2 UT7 cells starved and stimulated with or without EPO (0 to 2 U/mL) and/or 

Holo-Tf (0 to 1 mg/mL), WB and quantification (n=3) 

B. Expression of TfR2, TfR1, EPO-R and phosphorylation of STAT5 in WT or CRISPR TfR2 

UT7 cells starved and stimulated with or without EPO (0.1 U/mL) and/or Holo-Tf (0.2 

mg/mL), WB and quantification (n=3) 
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Figure 2. Knock-out of TfR2 improves EPO-R signaling, but abrogates the effect 

of Holo-Tf, in UT7/EPO cells (2/3) 
 

C.  

 

 
   

 

D.  

  

 
 

 

C. Expression of EPO-R evaluated by immunoblotting in WT and CRISPR TfR2 UT7 cells 

starved and stimulated with increasing concentrations of Holo-Tf (0 to 2 mg/mL), with or 

without the proteasome inhibitor MG132, WB and quantification (n=4) 

D. Expression of TfR2 evaluated by immunoblotting in WT UT7 cells starved and stimulated 

with increasing concentrations of Holo-Tf (0 to 2 mg/mL), WB and quantification (n=3) 
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Figure 2. Knock-out of TfR2 improves EPO-R signaling, but abrogates the effect 

of Holo-Tf, in UT7/EPO cells (3/3) 

 

E..  

 

F.   

 

 

E. Evolution of the number of WT and CRISPR TfR2 UT7 cells cultured in presence or 

absence of EPO (n=3) 

F. Evolution of the number of WT and CRISPR TfR2 UT7 cells cultured in presence or 

absence of EPO and/or Holo-Tf (0.2 mg/mL) (n=3) 
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Supplemental Figure 2. TfR2-KO UT7/EPO cells. 

A.. 

  

B. 

 

 

A. Expression of TfR2 evaluated by immunoblotting in control UT-7 cells, pool and clones of 

TfR2-KO UT7 cells by CRISPR/Cas9  

B. Phosphorylation of AKT, ERK1/2 and STAT5 in starved and stimulated TfR2-KO UT7 cells 

from 0 to 60 minutes with or without EPO (0.1 U/mL) and/or Holo-Tf (0.2 mg/mL) 
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1.2. AUTRES RESULTATS 

1.2.1. CONTEXTE 

Puisque nous avions trouvé une coopération fonctionnelle entre la transferrine et 

l’EPO, nous avons cherché à déterminer si les récepteurs TfR1 et EPO-R 

interagissaient ensemble, directement ou à travers un complexe protéique. Sachant 

qu’une interaction entre TfR1 et EPO-R n’a jamais été retrouvée, nous avons émis 

l’hypothèse que leur interaction pourrait être indirecte, et impliquer d’autres protéines. 

Parmi les protéines cibles, nous nous sommes intéressés au TfR2 : celui-ci est en effet 

exprimé par les cellules de la lignée érythroïde, et il a été démontré qu’il interagissait 

avec l’EPO-R (Forejtnikova et al. 2010). Des associations entre TfR1 et Tfr2, au moins 

sous forme d’hétérodimères, ont également été décrites (Vogt et al. 2003). 

 Parmi les autres cibles possibles, il a été démontré que STAT5 était capable 

d’activer les voies PI3K/AKT et MAPK, via une protéine nommée Gab2 (Grb2 (growth-

factor-receptor-bound protein 2)-associated binder-2) (Nyga et al. 2005) déjà connue 

pour être impliquée dans la signalisation induite par la thrombopoïétine (Bouscary et 

al. 2001). Ainsi, en plus de sa fonction « canonique », STAT5 semble également 

capable de réguler différentes cascades de signalisation. Nous nous sommes donc 

posé la question de la présence de STAT5 au sein de notre complexe protéique. 

 D’autres protéines sont connues pour interagir avec la voie de signalisation de 

l’EPO-R, et notamment les protéines de la famille Src. Les protéines de cette famille 

sont des protéines à activité tyrosine kinase non liées à des récepteurs, mais capables 

d’amplifier la signalisation de plusieurs récepteurs (Parsons and Parsons 2004). Cette 

famille comprend au moins 9 membres structurellement similaires : Src, Lyn, Fyn, Yes, 

Lck, Fgr, Hck, Blk, Yrk, ainsi qu’un régulateur négatif très important nommé Csk 

(Okada 2012). Au moins deux de ces protéines sont connues pour être impliquées 

dans la signalisation de l’EPO-R : Lyn, qui interagit physiquement avec l’EPO-R et est 

capable de phosphoryler STAT5 (Chin et al. 1998), et Src, également capable d’activer 

directement STAT5 par phosphorylation (Okutani et al. 2001). 

 Nous avons donc voulu déterminer s’il existait un complexe protéique incluant 

TfR1, TfR2, EPO-R, STAT5, et des protéines de la famille Src. 
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1.2.1. MÉTHODES ET RÉSULTATS 

Pour ceci, nous avons utilisé plusieurs techniques présentées ci-dessous : co-

immunoprécipitation, protéomique, Duolink® (technique de ligation de proximité) et 

pull down. 

 

Co-immunoprécipitation 

Pour les essais d’immunoprécipitation, nous avons travaillé sur les cellules 

UT7/EPO déprivées en EPO et en SVF (sérum de veau fœtal) pendant une nuit, 

soumises à un chélateur du fer pendant les 4 dernières heures (le nitrilotriacétate 

ferrique ou NTA), puis stimulées 10 minutes avec ou sans EPO (0,1 UI/mL) et holo-

transferrine (0,2 mg/mL). Après blocage de la réaction avec du PBS froid, les cellules 

sont lavées puis lysées (Figure 22A). Le lysat est d’abord mis en contact avec 

l’anticorps immunoprécipitant ou un isotype, puis avec des billes magnétiques 

couplées à la protéine G. Après incubation, les billes magnétiques sont lavées à l’aide 

d’un aimant, puis éluées. Le surnageant contenant les protéines d’intérêt est ensuite 

analysé par western blot (Figure 22B). 

 
 

A.  
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B.  

 

Figure 22. Technique de co-immunoprécipitation.  

(A) Préparation des cellules UT7/EPO, le lysat cellulaire peut être directement analysé 

par Western Blot ou utilisé pour la co-immunoprécipitation (B). 

 

Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous (Figure 23). Globalement, les 

résultats semblaient en faveur de l’existence d’un complexe protéique impliquant TfR1, 

TfR2, EPO-R et STAT5. Cependant, il persistait des doutes sur la spécificité des 

différents anticorps utilisés, notamment en raison de la présence de bandes détectées 

avec les isotypes contrôles. De plus, le TfR1 est connu pour être un contaminant 

fréquent en immunoprécipitation, rendant difficile l’interprétation de ces expériences – 

à noter que des techniques plus sensibles utilisant en particulier de l’EPO radioactive 

n’ont jamais retrouvé d’interaction entre TfR1 et EPO-R (data not shown, Forejtnikova 

et al.  (Forejtnikova et al. 2010)). Par ailleurs, les modifications de l’intensité des 

bandes détectées en fonction du traitement des cellules n’étaient pas 

systématiquement reproductibles. En raison de ces limites, nous n’avons pas pu tirer 

de conclusion définitive de ces expériences. 
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A.  

B.  
 

Figure 23. Résultats des co-immunoprécipitations. (A) Immunoprécipitation avec 

des anticorps anti-TfR1 (TfR1 : anticorps commercial, A24 : anticorps produit, purifié 

et caractérisé au sein du laboratoire), anti-EPO-R (anticorps PAB 58S fourni par 

Patrick Mayeux, institut Cochin), anti-TfR2, anti-STAT5, ou isotype contrôle. 

Révélation par Western Blot avec anticorps anti-TfR1, TfR2, EPO-R (fourni par Patrick 

Mayeux, institut Cochin), STAT5. (B) Immunoprécipitation avec l’anticorps A24, 

révélation par Western Blot avec des anticorps anti-Src, Lyn, Fyn, Yes, Lck, Csk. 
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Concernant les protéines de la famille Src, parmi les 6 protéines testées, seules 

deux protéines étaient détectées après avoir immunoprécipité le TfR1 par l’anticorps 

A24 : Src et Lyn. A noter que Lck était très faiblement détectable dans le lysat total 

des UT7/EPO. 

Nous avons donc voulu déterminer si ces deux protéines pouvaient être 

impactées par un traitement par holo-transferrine. Une analyse représentative par 

Western Blot est présentée Figure 24. La phosphorylation de Lyn ne semblait modifiée 

ni par l’EPO, ni par l’holo-transferrine. La phosphorylation de Src augmentait sous 

EPO, sans impact notable de l’ajout d’holo-transferrine. Devant ces résultats, nous 

n’avons pas poursuivi l’étude de ces protéines dans le cadre de ce projet. 

 

 
 

Figure 24. Analyse de la phosphorylation de Src et Lyn par Western Blot sur des 

cellules UT7/EPO déprivées en SVF et EPO puis stimulées avec de l’EPO (0,1 UI/mL) 

et/ou de l’holo-transferrine (0,2 mg/mL) (figure représentative, n=2). 

 

Protéomique 

Afin d’étudier de façon plus spécifique les protéines interagissant avec le TfR1, 

nous avons réalisé une analyse protéomique en coopération avec la plateforme de 

protéomique de l’institut Cochin. Pour ceci, nous avons suivi un protocole similaire au 

protocole d’immunoprécipitation présenté Figure 22, avec 6 échantillons : IP TfR1 

avec et sans traitement par EPO 0,1 UI/mL et holo-transferrine 0,2 mg/mL, IP A24 

avec et sans traitement, IP isotype contrôle avec et sans traitement. Cette analyse n'a 

fait que confirmer l'interaction entre TfR1 et TfR2. EPO-R et STAT5 ont également été 

trouvés parmi les partenaires de TfR1, mais sans différences significatives par rapport 

au témoin (IgG de lapin). Le TfR1 est également connu pour être un contaminant 

fréquent en protéomique, rendant difficile l’interprétation de cette expérience. Nous 

avons ensuite voulu réaliser une expérience de protéomique quantitative par la 

méthode SILAC, qui n’a malheureusement pas donné de résultats analysables.  
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Duolink® 

Etant donné les difficultés rencontrées au cours des expériences 

d’immunoprécipitation et de protéomique, nous avons voulu tenter d’explorer une 

possible liaison entre nos protéines d’intérêt par la technique du Duolink, ou technique 

de ligation de proximité. Le principe de la technique est présenté Figure 25, d’après 

le protocole disponible chez Sigma Aldrich. 

 

 

Figure 25. Technique de ligation de proximité.  

 

Dans cette technique, la ligation, l’amplification et donc la détection d’un spot de 

couleur sont possibles si les deux protéines d’intérêt sont séparées d’une distance 

inférieure ou égale à 40 nm, qu’elles présentent ou non une interaction directe.  

Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous (Figure 26). Globalement, ces 

résultats étaient en faveur d’une proximité entre nos protéines d’intérêt : TfR1, TfR2, 

EPO-R et STAT5. Les interactions entre EPO-R et TfR1, et EPO-R et TfR-2, 

semblaient augmenter après traitement des cellules avec des concentrations 

physiologiques d’holo-transferrine et d’EPO. Cependant, l’interprétation des résultats 

était à nouveau gênée par une suspicion de manque de spécificité des anticorps 

utilisés dans le cadre de cette technique, liée à la détection de quelques spots dans 

nos conditions contrôles. Le nombre de spots le plus important était observé entre les 

protéines TfR1 et TfR2, ce qui peut être biaisé par une reconnaissance croisée liée à 

la similarité de TfR1 et TfR2. Le nombre de spots le plus faible était observé entre 

EPO-R et TfR2, et EPO-R et STAT5, possiblement lié au faible nombre de protéines 

d’EPO-R dans nos cellules, relativement à l’expression du TfR1 (environ 6 millions de 

TfR1 contre 6 000 molécules d’EPO-R dans une cellule UT7). 
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Protéines 
étudiées 

Résultats poolés (n=3) 
Image représentative, condition 

EPO 0,1UI/mL + Holo-Tf 0,2mg/mL 

TfR1 / 
TfR2 

  

TfR1 / 
EPO-R 

  

TfR1 / 
STAT5 

  

EPO-R / 
TfR2 

  

EPO-R / 
STAT5 

  
 

Figure 26. Résultats des expériences de Duolink®. 
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Pull down 

Lorsque nous nous sommes posé la question des partenaires potentiels du TfR1, 

nous nous sommes également interrogés sur le site d’interaction possible. La tyrosine 

20 (Y20) du domaine intra-cellulaire du TfR1 est essentielle pour l’endocytose du 

récepteur (Fleming et al. 2000), mais également pour sa fonction de signalisation 

(Coulon et al. 2011). Nous avons donc voulu savoir si cette tyrosine pouvait être 

importante pour l’interaction du TfR1 avec ses partenaires potentiels. 

Pour tenter de répondre à cette question, nous avons utilisé des peptides 

correspondant au domaine transmembranaire et intra-cellulaire du TfR1 avec une 

tyrosine 20 de type sauvage (WT), phosphorylée (Phospho-Tyr20) ou mutée 

(remplacement de la tyrosine par une histidine : Tyr20 → His). Ces peptides étaient 

couplés avec des billes magnétiques. Nous les avons incubés avec les lysats 

cellulaires de nos cellules UT7 déprivées puis stimulées 10 minutes avec ou sans EPO 

(0,1 UI/mL) et holo-transferrine (0,2 mg/mL) (voir Figure 22A). Les peptides étant déjà 

couplés à des billes magnétiques, nous avons ensuite pu réaliser un pull down puis 

des lavages à l’aide d’un aimant, puis éluer les billes et étudier les protéines d’intérêt 

couplées aux peptides par Western Blot (Figure 27).  

 

 

Figure 27. Technique du pull down utilisant des peptides du TfR1 couplés à des 

billes magnétiques. 

 

Les résultats sont présentés ci-dessous (Figure 28). Globalement, les protéines 

retrouvées par immunoprécipitation étaient également retrouvées après pull down en 

utilisant les peptides du TfR1, et la mutation de la tyrosine 20 n’entraînait pas de perte 

d’interaction. Ces interactions semblaient renforcées par la phosphorylation de la 
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tyrosine 20. Cependant, ces résultats étaient encore une fois difficiles à interpréter en 

raison du caractère contaminant du TfR1, avec présence de bandes détectables 

également dans certains contrôles, de la même manière que pour les expériences de 

co-immunoprécipitation et de protéomique.   

 

 
 

Figure 28. Analyse des expériences de pull down par Western Blot (figure 

représentative, n=3). 

 

 En conclusion, nos résultats suggèrent une proximité entre nos protéines 

d’intérêt : TfR1, TfR2, EPO-R et STAT5, ainsi que Src et Lyn, dans nos cellules UT7, 

sans que l’existence d’un complexe protéique incluant ces protéines puisse être 

établie. Des travaux complémentaires seront nécessaires pour répondre à cette 

question. 

 

CRISPR 

Parallèlement à l’exploration du complexe protéique, nous avons voulu 

déterminer le rôle de nos protéines d’intérêt dans les interactions du TfR1 avec ses 

partenaires potentiels ainsi que dans la fonction de signalisation du TfR1. 

Pour ceci, nous avons envisagé d’inactiver nos différentes protéines par la 

technique d’édition de génome CRISPR/Cas9 dans nos cellules UT7. Nous n’avons 

pas réalisé d’inactivation du TfR1 ni de l’EPO-R en raison du caractère essentiel de 

ces protéines pour la survie des cellules UT7/EPO. STAT5 fait référence à deux 

protéines monomériques présentant plus de 90% de similarité protéique et pouvant 

s’associer, STAT5a et STAT5b. L’inactivation de STAT5a ou de STAT5b par 

CRISPR/Cas9 dans les UT7/EPO et dans les UT7/GM-CSF (dépendantes du GM-CSF 

et non de l’EPO) s’est avérée létale pour les cellules. A noter que chez la souris, le 

déficit en STAT5 est létal en raison du caractère essentiel de STAT5 dans la 
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signalisation de nombreux facteurs de croissance, dont l’EPO et le GM-CSF 

(Socolovsky et al. 1999). Nous avons donc ciblé nos travaux sur l’inactivation de TfR2. 

La génération des UT7/EPO KO pour le TfR2 a été faite en collaboration avec Carine 

Lefevre, dans le cadre de la plateforme CRISPR du GR-Ex. Les résultats des analyses 

de signalisation utilisant ces cellules sont présentés dans l’article ci-dessus ; nous 

avons également réalisé des expériences de co-immunoprécipitation dans ces 

cellules. Le protocole était le même que dans nos cellules UT7 wild-type (Figure 22), 

et les résultats sont présentés ci-dessous (Figure 29). Notre principale question était 

de savoir si l’absence du TfR2 entraînait une perte de l’interaction entre TfR1 et EPO-

R : nous avons observé la présence de TfR1 après précipitation de l’EPO-R, mais sans 

détection de l’EPO-R après précipitation du TfR1. Ainsi, de nouveau, ces résultats ne 

nous semblaient pas suffisamment fiables pour nous permettre de tirer des 

conclusions définitives de ces expériences.  
 

 

 

 

Figure 29. Résultats des co-immunoprécipitations dans les cellules UT7 TfR2-

KO (anticorps et protocole : idem Figure 22). 
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2. CURCUMA COMOSA, A PHYTOESTROGEN, PROMOTES ERYTHROPOIESIS THROUGH 

ACTIVATION OF THE ESTROGEN RECEPTOR ALPHA SIGNALING PATHWAY 
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Figure 1. Effects of C. comosa and ASPP049 on human and mice erythropoiesis (1/3). 

 

A. 

 

B. 

 

C. 

 
 

A. Number of BFU-E colonies after 14 days of methylcellulose culture of CD34+ human cord 

blood cells (n=3). 

B. Proliferation of CD34+ human cord blood cells in liquid culture with EPO and/or ASPP 049 

and/or E2 (n=3). 

C. Proportion of erythroid CD71+/GPA+ cells in liquid culture of CD34+ human cord blood 

cells (n=3). 

 



 

101 
 

Figure 1. Effects of C. comosa and ASPP049 on human and mice erythropoiesis (2/3). 

 

D. 

 

E.  F. 

  

G. 

 

 

D. Proliferation of CD36+ human cord blood cells in liquid culture with EPO and/or ASPP 049 

and/or E2 (n=3). 

E. Proportion of erythroid CD71+/GPA+ cells in liquid culture of CD36+ human cord blood 

cells (n=3). 

F. Number of BFU-E colonies after 7 days of methylcellulose culture of mice lineage negative 

bone marrow cells (n=3). 

G. Proliferation of lineage negative mice bone marrow cells in liquid culture with EPO and/or 

ASPP 049 and/or E2 (n=3). 
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Figure 1. Effects of C. comosa and ASPP049 on human and mice erythropoiesis (3/3). 

 

H.  

 

 

I. 

 
 

H. Follow-up of hemoglobin after treatment of mice with Curcuma comosa or placebo 7 days 

at steady state (n=2). 

I. Follow-up of hemoglobin and red blood cells after treatment of mice with Curcuma comosa 

or placebo from day 0 to day 24 after sub-lethal irradiation (at day 0) (n=2). 
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Figure 2. Molecular mechanism of action of ASPP 049 (1/2). 

A. 

 

B. 

 

C. 

 

D. 

 
 

A. Number of BFU-E colonies after 14 days of methylcellulose culture of CD34+ human cord 

blood cells, in presence or absence of the ER-α antagonist ICI 182,780 (n=4). 

B. Proliferation of CD34+ human cord blood cells in liquid culture with EPO and/or ASPP 049, 

in presence or absence of ICI 182,780 (n=4). 

C. Proliferation of CD34+ human cord blood cells in liquid culture with EPO and/or E2, in 

presence or absence of ICI 182,780 (n=4). 

D. Proportion of erythroid CD71+/GPA+ cells after 7 days of liquid culture of CD34+ human 

cord blood cells, in presence or absence of ICI 182,780 (n=3) 
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Figure 2. Molecular mechanism of action of ASPP 049 (2/2). 

E.  

 

F. 

 

  

G. 

  
E. Western blot analyses of ERK and AKT phosphorylation after stimulation with SCF and/or 

ASPP 049 (n=2). 

F. Western blot analyses and quantification of EPO-R expression, and ERK and AKT 

phosphorylation, after stimulation with EPO and/or ASPP 049 (n=3). 

G. Western blot analyses and quantification of STAT5 phosphorylation after stimulation with 

EPO and/or ASPP 049 (n=3). 
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VII. Discussion  

 

Les globules rouges, par leur rôle central dans le transport de l’oxygène, sont 

indispensables à la vie. L’érythropoïèse, processus aboutissant à leur production, est 

un système à la fois extrêmement prolifératif et extrêmement régulé – deux 

caractéristiques étroitement liées. Dans ce travail, nous avons voulu explorer plusieurs 

facteurs qui nous semblaient pouvoir jouer un rôle dans la régulation de 

l’érythropoïèse : la transferrine et ses récepteurs, le TfR1 et le TfR2, ainsi qu’un 

phytoestrogène, le Curcuma comosa. Nous avons choisi d’étudier ces facteurs par le 

biais de la signalisation érythroïde, et d’une coopération potentielle avec les deux 

facteurs de croissance absolument essentiels à l’érythropoïèse : le SCF et l’EPO 

(Goldwasser 1984, Goldwasser et al. 1984).  

 

Rôle de l’holo-transferrine et du TfR1 

 

Contexte  

 Des travaux précédents au laboratoire ont démontré que le TfR1 est un récepteur 

capable d’entraîner une signalisation (Coulon et al. 2011). Cette fonction de 

signalisation du TfR1 met en lumière un autre potentiel pour ce récepteur, jusqu’alors 

principalement connu pour son rôle dans l’internalisation du fer. 

 Dans cet article, l’activation du TfR1 induisait une activation des voies PI3K/AKT 

et MAPK/ERK. Ceci pouvait être déclenché par la liaison du TfR1 avec un de ses 

ligands : les IgA polymériques, qui étaient au centre du travail de Coulon et al., un 

anticorps spécifique du TfR1 produit au laboratoire (A24), ou le ligand classique du 

TfR1 qu’est l’holo-transferrine (Coulon et al. 2011). L’activation du TfR1 par les IgA 

polymériques améliorait la croissance des érythroblastes différenciés à partir de 

cellules CD34+ humaines en conditions sous-optimales (physiologiques) d’EPO (0,1 

UI/mL).  

 Dans la continuité de ces recherches, nous avons voulu approfondir l’étude de 

l’impact du TfR1 sur les voies de signalisation érythroïdes. Les trois voies de 

signalisation centrales dans l’érythropoïèse sont les voies STAT5, MAPK/ERK et 

PI3K/AKT (Hodges et al. 2007). L’activation de ces voies peut être démontrée par la 

phosphorylation de leurs effecteurs, nous avons donc étudié la phosphorylation de 
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STAT5, ERK1/2 et AKT. Ayant voulu nous concentrer principalement sur la 

signalisation, nous avons choisi d’utiliser la lignée érythro-mégacaryoblastique 

humaine UT7, dérivée d’une leucémie aiguë myéloïde de type LAM7. Dans cette 

lignée UT7 pluripotente, les cellules nécessitent la présence d’EPO, de GM-CSF, d’IL-

3 (Komatsu et al. 1991) ou encore de TPO (Komatsu et al. 1996) pour survivre, et 

présentent des éléments de différenciation qui dépendent du facteur de croissance 

utilisé. Nous avons utilisé la lignée UT7/EPO dont les cellules présentent une 

différenciation érythroïde plus marquée, et sont strictement dépendantes de l’EPO 

(Komatsu et al. 1993). Cette lignée essentiellement érythroblastique sert fréquemment 

de modèle d’étude de la signalisation induite par l’EPO-R. Comme les érythroblastes 

humains, les cellules UT7/EPO expriment très fortement le TfR1, ce qui en faisait a 

priori également un bon modèle pour étudier la signalisation induite par le TfR1. Dans 

ce modèle, les cellules UT7/EPO sont tout d’abord privées de facteurs de croissance 

(ici, EPO et SVF) pendant une nuit, ce qui permet de mettre les cellules « au repos » 

et de rendre inactives les voies de signalisation étudiées. Cette déprivation va avoir 

pour conséquence une augmentation du nombre d’EPO-R à la surface des cellules, 

leur permettant d’être plus sensibles à la présence d’EPO (Hermine et al. 1992). 

Puisque nous voulions étudier l’effet de la transferrine, nous avons ajouté, pendant la 

fin de la déprivation, un agent chélateur du fer. Ensuite, les cellules peuvent être 

stimulées par différents facteurs pendant un temps donné, pour activer les voies de 

signalisation qui seront ensuite étudiées par Western Blot sur les lysats cellulaires. 

 Pour stimuler nos cellules, nous avons utilisé de la transferrine pour activer le 

TfR1, de l’EPO pour activer l’EPO-R, ainsi que du SCF pour activer le récepteur c-Kit 

– également présent à la surface des UT7/EPO (Broudy et al. 1998). Pour la 

transferrine, nous avons utilisé de l’holo-transferrine ou de l’apo-transferrine, afin de 

déterminer si la charge en fer de la transferrine modifiait l’activation des voies de 

signalisation étudiées. 

 

Résumé des principaux résultats 

 Grâce à ce modèle, nous avons pu montrer de façon reproductible une 

coopération entre l’holo-transferrine et l’EPO dans les cellules UT7/EPO, sur la 

phosphorylation de ERK, AKT, mais également STAT5. Cette coopération était 

maintenue dans le temps. Elle était retrouvée plus fortement avec l’holo-transferrine 

qu’avec l’apo-transferrine, en sachant que cette dernière a une affinité moins forte pour 
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le TfR1. Elle était surtout visible à des concentrations sous-optimales, physiologiques, 

d’holo-transferrine et d’EPO. A plus fortes concentrations d’EPO, la coopération n’était 

plus visible en Western Blot, cependant elle semblait maintenue lors de l’analyse plus 

sensible réalisée en Nanopro. L’holo-transferrine avait très peu d’effet sur la 

phosphorylation de ERK, AKT et STAT5 lorsqu’elle était utilisée seule, même à très 

fortes doses. Il semble donc que l’holo-transferrine agisse comme un facteur 

potentialisateur de l’activation par l’EPO des voies de signalisation liées à l’EPO-R. 

L’holo-transferrine pourrait donc sensibiliser les érythroblastes à l’EPO, ayant pour 

conséquence de majorer leur réponse à l’EPO.  

 Dans la moelle osseuse, le niveau d’EPO est sous-optimal (Koury and Bondurant 

1990). Le modèle actuellement admis est un modèle où les progéniteurs érythroïdes 

ont un seuil de sensibilité à l’EPO variable, et où leur survie dépend donc de leur 

sensibilité à l’action de l’EPO (Kelley et al. 1993). Certains progéniteurs, très sensibles 

à l’EPO, pourraient donc survivre même à de faibles taux d’EPO, tandis que les autres, 

moins sensibles, ne pourraient survivre qu’en cas d’augmentation des taux d’EPO – 

dans le cadre d’un stress hématopoïétique par exemple (Courtois et al. 2007). 

Cependant, les facteurs responsables de la sensibilité des progéniteurs érythroïdes à 

l’EPO sont mal connus. L’holo-transferrine pourrait ainsi amplifier l’activation des voies 

de signalisation érythroïdes induites par la liaison de l’EPO à l’EPO-R et favoriser la 

survie des érythroblastes. Cette hypersensibilité à l’EPO induite par l’holo-transferrine 

pourrait s’expliquer en partie par l’augmentation du nombre de récepteurs à l’EPO 

dans les cellules, mais pourrait également passer par l’activation de la signalisation 

induite par le TfR1.  

 Cette coopération entre le TfR1 et d’autres récepteurs aux cytokines pourrait être 

retrouvée dans d’autres types cellulaires : nous avons en effet observé une 

coopération entre holo-transferrine et IL-2 dans une lignée de lymphocytes T 

dépendants de l’IL-2, KIT225. Dans ce modèle également, l’holo-transferrine avait très 

peu d’impact seule, mais semblait potentialiser l’activation des voies de signalisation 

induites par la liaison de l’IL-2 à son récepteur. Cette amplification du signal de l’IL-2 

était aussi essentiellement observée à de faibles concentrations d’IL-2. Même si cette 

coopération semblait moins importante que celle observée dans les érythroblastes, 

cela pourrait signer un mode de fonctionnement du TfR1 commun à plusieurs types 

cellulaires.   
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Limites  

 Dans ce travail, nous n’avons pas établi avec certitude que l’effet observé après 

stimulation par l’holo-transferrine était bien lié à sa fixation sur le TfR1. Cependant, 

dans notre modèle de déprivation des cellules, nous avons observé une 

phosphorylation quasi-nulle de ERK, AKT et STAT5 dans nos conditions contrôle. La 

phosphorylation observée dans les autres conditions semble donc bien liée aux 

traitements ajoutés, dont l’holo-transferrine. Celle-ci peut se lier au TfR1 ou au TfR2, 

mais elle a une affinité 25 fois plus forte pour le TfR1 que pour le TfR2, et les UT7/EPO 

expriment très fortement le TfR1. On peut donc supposer que l’effet observé est en 

majorité lié à la fixation de l’holo-transferrine sur le TfR1.  

 Ensuite, cet effet pourrait être lié à l’internalisation du fer plutôt qu’à une fonction 

de signalisation induite par le TfR1. L’entrée du fer est en effet très rapide, puisqu’il est 

estimé que la transferrine est endocytée par le TfR1 avec une demi-vie de 3,5 minutes. 

Le fer reste ensuite dans la cellule, et l’apo-transferrine libérée de son fer est secrétée 

dans le milieu extérieur avec une demi-vie de 5 minutes. Il a été estimé que chaque 

molécule de TfR1 fixait un nouveau ligand toutes les 15,8 minutes, effectuant donc un 

cycle complet d’internalisation et de recyclage entre deux ligands (Ciechanover et al. 

1983). Ainsi, même si nous avons observé une coopération entre holo-transferrine et 

EPO à seulement quelques minutes de traitement, nous ne pouvions pas exclure un 

rôle de l’endocytose du fer. Nous avons donc réalisé les mêmes expériences de 

déprivation et de stimulation de nos cellules UT7/EPO en présence d’un inhibiteur de 

l’endocytose : le dynasore. Le dynasore est un inhibiteur de l’activité de la dynamine, 

qui est elle-même essentielle à l’endocytose dépendante des clathrines (Macia et al. 

2006).  Après avoir confirmé que le dynasore permettait bien de bloquer l’endocytose 

du TfR1, qui est une endocytose dépendante des clathrines, nous avons pu vérifier 

que la coopération observée entre holo-transferrine et EPO sur les phosphorylations 

de ERK, AKT et STAT5 était bien conservée en l’absence d’endocytose – même si, 

de façon attendue, les phosphorylations étaient moins intenses qu’en l’absence de 

dynasore dans toutes nos conditions.  

 Par ailleurs, nos travaux sur la signalisation ont été réalisés sur une lignée 

cellulaire, afin de pouvoir étudier de nombreuses conditions sur un nombre suffisant 

de cellules. Même si la lignée UT7/EPO est un modèle reconnu pour l’étude de la 

signalisation induite par l’EPO-R dans les érythroblastes humains, il serait intéressant 

de valider nos observations sur des érythroblastes primaires.  
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 Nous avions également souhaité explorer l’hypothèse d’un complexe protéique 

regroupant notamment le TfR1 et l’EPO-R. Comme mentionné dans la partie résultats, 

nous avons été confrontés à des problèmes techniques rendant difficile l’interprétation 

de nos données, nous empêchant d’apporter une réponse claire à cette question. 

 Enfin, nous avons voulu savoir si nos résultats sur la signalisation pouvaient 

entraîner un bénéfice biologique sur le plan cellulaire, et nous avons donc étudié la 

survie et la prolifération des cellules UT7 en culture, avec ou sans EPO et/ou holo-

transferrine. Nous avons observé un petit bénéfice en survie avec l’holo-transferrine, 

cependant cet effet peut être simplement lié à l’apport en fer dans les cellules, un 

traitement continu par dynasore pour bloquer l’endocytose étant trop toxique. Ainsi, la 

présence d’holo-transferrine dans le milieu est de toute façon bénéfique pour les 

cellules, mais il est difficile de distinguer le bénéfice apporté par l’entrée de fer du 

bénéfice apporté par la signalisation du TfR1.  

 

Conclusion et perspectives 

 Malgré ces limites, nos travaux ont permis de démontrer que l’holo-transferrine 

peut potentialiser la signalisation induite par l’EPO dans les cellules érythroïdes, 

indépendamment de l’endocytose du TfR1, et de suggérer que cette fonction de 

coopération de l’holo-transferrine existe également avec d’autres récepteurs aux 

cytokines dans d’autres types cellulaires. 

 La coopération entre fer et EPO est connue depuis longtemps, démontrée 

principalement sur le plan clinique (Goodnough et al. 2000). Ainsi, il a été montré que 

les patients présentant une anémie post-chimiothérapie pour un cancer répondent 

mieux à l’EPO s’ils sont supplémentés en fer (Auerbach et al. 2004), même en 

l’absence de carence martiale (Mafodda et al. 2017). Pendant un traitement par EPO, 

il existe en effet un état de carence martiale relative dans lequel les besoins accrus en 

fer pour l’érythropoïèse dépassent l’apport disponible en fer, même lorsqu’il existe des 

réserves en fer dans l’organisme (Brugnara et al. 1993) et malgré une accroissement 

de l’absorption intestinale du fer (Skikne and Cook 1992). Une supplémentation en fer 

peut donc permettre de réduire les doses d’EPO utilisées (Fishbane et al. 1995, 

Besarab and Dalton 2001). Ces observations sont probablement principalement liées 

à l’entrée du fer dans les cellules érythroïdes pour la synthèse d’hémoglobine.  
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 Or, une supplémentation en fer peut avoir des effets secondaires négatifs. D’une 

part, et malgré d’importants progrès, ce traitement pose des problèmes de tolérance 

(Girelli et al. 2018). La supplémentation peut être administrée par voie orale, mais elle 

s’accompagne fréquemment d’effets indésirables digestifs : douleurs abdominales, 

nausées, vomissements, diarrhée, constipation…(Cancelo-Hidalgo et al. 2013, 

Tolkien et al. 2015). Ces symptômes sont souvent responsables d’une faible 

observance du traitement. De plus, un autre effet négatif de la supplémentation en fer 

par voie orale, qui a longtemps été négligé, est une altération du microbiome intestinal 

liée à la présence de fer non absorbé au niveau du colon (Kortman et al. 2014, 

Paganini and Zimmermann 2017). Ce fer pourrait être favorable à la croissance de 

certaines souches de bactéries pathogènes dépendantes du fer, au détriment des 

bactéries commensales (Jaeggi et al. 2015). Le fer peut aussi être administré par voie 

intra-veineuse, mais qui, elle, est associée à un risque de réactions d’hypersensibilité 

parfois graves. L’administration par voie intra-veineuse est donc réservée aux 

situations dans lesquelles la voie orale n’est pas efficace ou ne peut pas être utilisée, 

et peut être réalisée uniquement dans un établissement de santé. D’autre part, quelle 

que soit la voie utilisée, un excès de fer peut être toxique pour les organes : il faut donc 

être sûr que le fer administré soit disponible et utilisé pour l’érythropoïèse, et qu’il n’y 

ait pas de risque qu’il s’accumule dans d’autres organes. Une quantité trop importante 

de fer peut entraîner une surcharge d’organe en parallèle de l’amélioration de 

l’érythropoïèse (Fishbane et al. 1995). Il peut également exister des situations de 

carence martiale fonctionnelle, dans lesquelles une anémie persiste malgré 

l’accroissement des réserves en fer (Tarng et al. 1999) – ceci pouvant être 

partiellement corrigé par la vitamine C, qui semble faciliter la libération du fer des 

réserves et son utilisation par les cellules érythroïdes (Tarng et al. 1999). 

 

 Cependant, nous avons montré que la coopération entre fer et EPO existe aussi 

au niveau moléculaire sur les voies de signalisation érythroïdes, indépendante de 

l’endocytose du fer mais activée par la présence d’un ligand du TfR1. Il y aurait donc 

probablement un intérêt à stimuler le TfR1 avec un de ses ligands, afin d’amplifier la 

signalisation érythroïde et d’améliorer les réponses à l’EPO indépendamment de 

l’entrée du fer.  

 Ainsi, l’holo-transferrine (ou un autre ligand du TfR1) pourrait être utilisée pour 

corriger des situations d’anémie.  
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 La bêta-thalassémie est une cause importante d’anémie chronique. Il s’agit d’une 

pathologie de l’érythropoïèse résultant d’une mutation du gène de la bêta-globine, 

responsable d’un défaut de synthèse d’hémoglobine (Taher et al. 2018). Ceci entraîne 

une érythropoïèse inefficace dans laquelle on observe une expansion des progéniteurs 

érythroïdes précoces, mais une maturation des érythroblastes déficiente (Libani et al. 

2008) en raison de l’apoptose de ces progéniteurs (Mathias et al. 2000), et une anémie 

microcytaire. En réponse à cette anémie, les taux d’EPO sont élevés dans la bêta-

thalassémie, mais ne suffisent pas à corriger l’érythropoïèse inefficace. De plus, en 

raison de l’expansion du pool de progéniteurs précoces, l’érythroferrone, le régulateur 

érythroïde de l’homéostasie du fer, supprime l’hepcidine et provoque une surcharge 

en fer (Kautz et al. 2015), qui sera potentiellement aggravée par les transfusions de 

globules rouges. Les complications de cette surcharge en fer sont principalement 

causées par le fer libre sérique, qui est toxique, alors que l'érythropoïèse dépend de 

l'absorption du fer lié à la transferrine via le TfR1.  

 Dans un modèle murin de bêta-thalassémie intermédiaire (Hbbth1/th1), il a été 

montré qu’une supplémentation en fer permettait d’améliorer l’érythropoïèse extra-

médullaire, mais non médullaire (Ginzburg et al. 2009). Formulant l’hypothèse que ceci 

pourrait être expliqué par un défaut de transport du fer, les auteurs ont testé sur ce 

même modèle murin un traitement par transferrine. Ils ont pu montrer qu’un traitement 

par transferrine permettait d’améliorer voire de corriger l’anémie : chez ces souris, les 

injections de transferrine entraînaient une normalisation de la survie des globules 

rouges et une augmentation de la production d'hémoglobine avec diminution de la 

réticulocytose, une normalisation des concentrations de fer libre sérique, une 

augmentation d’'expression de l'hepcidine, une diminution des taux d’EPO et de la 

splénomégalie. Ces résultats indiquent qu’un traitement par transferrine pourrait être 

bénéfique dans la bêta-thalassémie (Li et al. 2010). 

  

 Par extension, un traitement par transferrine pourrait être intéressant dans 

d’autres situations d’anémie chez l’homme, notamment pour les patients répondant 

peu ou pas à l’EPO – par exemple chez des patients atteints de syndrome 

myélodysplasique ou d’insuffisance rénale chronique. Un tel traitement pourrait 

également être utilisé en complément d’une supplémentation martiale, permettant 

alors peut-être de réduire à la fois les doses d’EPO et les quantités de fer utilisées. Ce 

type de stratégie est prometteur, ce d’autant que l’innocuité des injections de 
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transferrine humaine a déjà été démontrée (Parkkinen et al. 2006). 

 Puisque nos résultats suggèrent que cette fonction de la transferrine serait 

applicable à d’autres types cellulaires, on peut aussi imaginer que le TfR1 puisse être 

ciblé dans d’autres contextes cliniques et notamment en immunologie, seul ou en 

association avec des cytokines. 
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Rôle du TfR2 

 

Contexte 

 Après avoir constaté une coopération entre l’holo-transferrine et l’EPO, et en 

supposant que cette coopération passait par une liaison de l’holo-transferrine au TfR1, 

nous avions voulu déterminer s’il existait une interaction entre TfR1 et EPO-R. Cette 

interaction avait été recherchée par d’autres équipes mais n’avait jamais été retrouvée. 

De notre côté, nos travaux ne nous ont pas permis de répondre à cette question en 

raison de difficultés techniques. Cependant, au cours de notre réflexion, nous avons 

fait l’hypothèse que l’interaction entre TfR1 et EPO-R pouvait être indirecte, et 

impliquer notamment le TfR2. En effet, des interactions entre TfR1 et TfR2 ont déjà 

été décrites, au moins sous forme d’hétérodimères (Vogt et al. 2003) et il a été 

démontré que le TfR2 était un partenaire de l’EPO-R (Forejtnikova et al. 2010). Nous 

avons donc voulu retirer le TfR2 de nos cellules, dans l’idée que l’interaction entre 

TfR1 et EPO-R serait perdue dans cette condition. Nous avons donc réalisé un KO du 

TfR2 par la méthode d’édition du génome CRISPR/Cas9, avec l’aide de Carine Lefèvre 

dans le cadre de la plateforme CRISPR du GR-Ex. 

 

Résumé des principaux résultats 

 Sur le plan du complexe protéique, nous n’avons pas réussi à répondre à notre 

question initiale en raison de difficultés techniques. En revanche, nous avons observé 

des effets intéressants sur le plan de l’expression de l’EPO-R ainsi que de la 

signalisation induite par l’EPO.  

 Nous avons tout d’abord étudié la signalisation induite par l’EPO dans nos 

cellules UT7/EPO WT et KO pour le TfR2, déprivées puis stimulées par EPO et holo-

transferrine. Nous avons constaté une phosphorylation plus intense de ERK, AKT et 

STAT5 dans nos cellules KO par rapport aux WT. Cette observation était en lien avec 

une expression plus importante de l’EPO-R sur le plan protéique dans nos cellules KO 

pour le TfR2 par rapport aux WT. Dans ces cellules KO, il semblait cependant que la 

coopération entre holo-transferrine et EPO soit perdue, puisque nous n’observions pas 

d’effet de l’ajout d’holo-transferrine à l’EPO à faible concentration – contrairement à ce 

que nous avions mis en évidence avec les cellules WT.  

 Ces résultats suggèrent que le TfR2 agisse comme un régulateur négatif de 

l’expression ainsi que de la signalisation de l’EPO-R, puisque ces deux paramètres 
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semblaient augmenter en l’absence du TfR2. L’holo-transferrine paraissait capable de 

surmonter cette inhibition induite par le TfR2. Nous avons donc voulu savoir si l’holo-

transferrine permettait d’augmenter l’expression du TfR2, mais nous n’avons observé 

aucune modification de l’expression protéique du TfR2 après traitement par holo-

transferrine, même à forte concentration. Dans la littérature, certaines études 

retrouvent une augmentation de l’expression protéique du TfR2, sans modification du 

niveau d’ARN messager, dans des hépatocytes stimulés avec des concentrations 

croissantes d’holo-transferrine (Johnson and Enns 2004, Robb and Wessling-Resnick 

2004). Cependant, l’holo-transferrine n’avait pas d’impact sur l’expression du TfR2 

dans d’autres lignées cellulaires transfectées avec du TfR2 telles que les cellules HeLa 

(dérivées d’un cancer de l’utérus) et HEK 293T (cellules tumorales provenant de 

cellules embryonnaires de reins humains), ni dans la lignée K562 dérivée d’une 

érythroleucémie et exprimant le TfR2 de façon endogène (Robb and Wessling-Resnick 

2004). Il a donc été suggéré que la régulation de l’expression du TfR2 par l’holo-

transferrine soit spécifique aux cellules hépatiques (Deaglio et al. 2002, Robb and 

Wessling-Resnick 2004). Ainsi, dans les cellules érythroïdes humaines et murines, il 

ne semble pas exister de régulation de l’expression du TfR2 par la transferrine 

(Kawabata et al. 1999, Kawabata et al. 2000, Kawabata et al. 2001), ce qui est 

compatible avec nos résultats. Néanmoins, cette question n’est pas parfaitement 

élucidée puisque Pagani et al. ont retrouvé au contraire une augmentation significative 

de l’expression du TfR2 à la surface cellulaire en présence d’holo-transferrine, dans la 

lignée HeLa transfectée avec du TfR2, dans la lignée érythroïde UT7 et dans des 

érythroblastes humains (Pagani et al. 2015).  

  

 En nous basant sur nos résultats, notre prochaine hypothèse était donc que 

l’holo-transferrine n’interfère pas avec l’expression du TfR2 mais avec sa fonction. 

Ayant observé une augmentation de l’expression et de la signalisation de l’EPO-R en 

l’absence de TfR2, nous avons supposé que le TfR2 inhibe la signalisation de l’EPO-

R par une régulation négative de son expression protéique. La régulation négative de 

l’EPO-R implique notamment sa dégradation par le protéasome (Walrafen et al. 2005). 

Ainsi, l’interaction entre TfR2 et EPO-R pourrait favoriser la dégradation de l’EPO-R 

par le protéasome, dégradation qui pourrait être inhibée par la présence d’holo-

transferrine. Pour explorer cette hypothèse, nous avons tout d’abord stimulé nos 

cellules UT7/EPO WT avec des concentrations croissantes d’holo-transferrine, et nous 
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avons observé une augmentation de l’expression protéique de l’EPO-R, augmentation 

qui n’était pas retrouvée en présence d’un inhibiteur du protéasome, le MG132. La 

présence d’holo-transferrine pourrait donc protéger l’EPO-R de sa dégradation par le 

protéasome. En revanche, dans nos cellules KO pour le TfR2, nous n’avons pas 

retrouvé d’impact de l’holo-transferrine sur l’expression de l’EPO-R, qui était plus 

élevée à l’état de base dans ces cellules. La présence d’un inhibiteur du protéasome 

semblait cependant garder un impact dans nos cellules TfR2 KO en augmentant 

encore l’expression de l’EPO-R. Ainsi, le TfR2 pourrait avoir pour rôle de réguler 

négativement la signalisation de l’EPO-R en favorisant sa dégradation par le 

protéasome, rôle qui serait inhibé de façon dose-dépendante par l’holo-transferrine – 

directement ou via sa liaison au TfR1.  

  

Limites 

 Nos résultats sont en faveur d’une régulation négative de l’érythropoïèse par le 

TfR2, ce qui n’est en accord qu’avec certaines données de la littérature. 

 La fonction érythroïde du TfR2 est difficile à étudier, puisque son rôle principal 

est de participer à l’homéostasie du fer via la régulation de la production d’hepcidine. 

Ainsi, l’inactivation du TfR2 dans des modèles murins, comme la présence d’une 

mutation du TfR2 chez l’homme, ont pour principale conséquence l’apparition d’une 

hémochromatose (Fleming et al. 2002, Kawabata et al. 2005, Wallace et al. 2005, 

Wallace et al. 2007, Corradini et al. 2011). Le phénotype est alors dominé par une 

surcharge martiale avec une hepcidine basse, sans perturbation hématologique 

notable – du moins à l’âge adulte, puisque certains modèles murins retrouvaient une 

anémie transitoire chez des souris jeunes (Roetto et al. 2010). 

 Puis Forejtnikova et al. ont montré que le TfR2 est un partenaire du récepteur à 

l’EPO, favorisant sa maturation et son expression à la surface (Forejtnikova et al. 

2010). In vivo chez des souris TfR2-/-, comme dans les études précédentes, les 

paramètres hématologiques n’étaient pas significativement différents de ceux des 

souris WT. Cependant, in vitro, les progéniteurs érythroïdes des souris déficientes en 

TfR2-/- étaient moins sensibles à l’EPO – ce qui était en fait compensé in vivo par une 

augmentation des taux d’EPO circulants (Forejtnikova et al. 2010). De même, 

l’absence de TfR2 dans des précurseurs érythroïdes humains entraînait un retard de 

différenciation, avec retard d’hémoglobinisation des progéniteurs érythroïdes 

s’accompagnant d’une légère augmentation du nombre total de cellules en culture 
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(Forejtnikova et al. 2010). 

 Plusieurs modèles ont ensuite été développés afin d’étudier plus particulièrement 

le rôle érythroïde du TfR2, en utilisant un contexte de carence martiale pour le 

démasquer et/ou en réalisant une délétion du TfR2 spécifiquement au niveau de la 

moelle osseuse (Lee et al. 2012, Nai et al. 2014, Nai et al. 2015, Wallace et al. 2015, 

Rishi et al. 2016, Pellegrino et al. 2017, Artuso et al. 2018). Selon les modèles, 

l’inactivation du TfR2 n’a pas les mêmes conséquences sur les paramètres 

hématologiques des souris.  

 Certains modèles utilisent l’inactivation de Tmprss6, principal inhibiteur de 

l’hepcidine, pour provoquer une carence martiale liée à une hepcidine élevée. Dans 

ces modèles, l’absence de TfR2 entraîne une érythropoïèse inefficace avec 

augmentation du nombre de globules rouges, mais une microcytose et une diminution 

de l’hémoglobine (Lee et al. 2012, Nai et al. 2014, Wallace et al. 2015). Le TfR2 

pourrait donc être considéré comme un senseur du fer qui agirait comme un facteur 

limitant pour l’érythropoïèse : ainsi, il permettrait de limiter la production de globules 

rouges particulièrement en cas de carence martiale, pour éviter une microcytose trop 

importante lorsque l’hémoglobinisation est limitée par le manque de fer. A noter que 

dans ces modèles, les taux circulants d’EPO sont normaux ou bas, ce qui suggèrerait 

plutôt une augmentation de la sensibilité des progéniteurs érythroïdes TfR2-/- à l’EPO. 

Ce mécanisme pourrait impliquer le récepteur à l’EPO, mais n’est pas encore bien 

compris. 

 En conditions normales, le TfR2 pourrait également servir à éviter une 

érythropoïèse excessive. Cependant, l’absence de TfR2 seule entraîne une surcharge 

en fer qui masque probablement cette fonction érythroïde, puisque l’augmentation de 

la disponibilité du fer a tendance à augmenter l’hémoglobine, le volume globulaire total 

et la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (Silvestri et al. 2014). Certains 

modèles de souris TfR2-/- avec surcharge martiale retrouvent en effet une 

augmentation de l’érythropoïèse chez les souris jeunes, mais pas chez les souris 

adultes qui présentent des paramètres hématologiques normaux en dehors d’une 

macrocytose, d’une augmentation de la teneur corpusculaire moyenne en 

hémoglobine, et une accumulation de progéniteurs érythroïdes immatures dans la 

moelle associée à une augmentation de l’apoptose des précurseurs tardifs (Pellegrino 

et al. 2017).   

 Afin de mieux comprendre le rôle hématopoïétique du TfR2, Nai et al. ont 
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développé un modèle de souris dépourvues de TfR2 spécifiquement dans la moelle 

osseuse, obtenues par greffe de moelle de souris TfR-/- dans des souris WT irradiées 

(Nai et al. 2015). Ces souris présentent des taux d’hémoglobine plus élevés que les 

souris WT, avec une augmentation des cellules érythroïdes nucléées dans la moelle 

et des globules rouges matures dans le sang. Cette augmentation est liée à un niveau 

d’apoptose plus faible de ces cellules dans les souris KO par rapport aux WT, 

indépendamment des concentrations d’EPO, similaires dans les deux modèles de 

souris. Les souris déficientes en TfR2 au niveau de la moelle présentent une 

augmentation de l’expression des gènes cibles de l’EPO, suggérant une augmentation 

de la signalisation induite par l’EPO-R impliquant notamment les voies STAT5 et 

PI3K/AKT (Nai et al. 2015, Artuso et al. 2018). Les auteurs suggèrent donc que le TfR2 

puisse réguler négativement la sensibilité des érythroblastes à l’EPO (Nai et al. 2015), 

hypothèse compatible avec nos résultats. Cependant, dans un autre modèle utilisant 

des souris Tfr2 floxées croisées avec des souris Vav-Cre pour déléter le TfR2 

spécifiquement dans les cellules hématopoïétiques, les auteurs retrouvent un blocage 

de la différenciation érythroïde avec accumulation d’érythroblastes immatures et 

diminution des cellules matures dans la moelle et la rate (Rishi et al. 2016). Ils 

concluent donc que le TfR2 est un régulateur positif de l’érythropoïèse, et que sa 

présence est nécessaire à une érythropoïèse efficace, particulièrement en cas de 

carence martiale. Ces différences pourraient être expliquées par le modèle utilisé. Il 

est possible que les cellules médullaires des souris TfR2-/-, ayant été exposées à une 

surcharge martiale avant d’être greffées, aient développé des mécanismes de 

régulation différents. De plus, même si les deux modèles utilisaient une carence 

martiale induite par l’alimentation, la carence obtenue était plus sévère dans le 

deuxième modèle (Rishi et al. 2016) que dans le premier (Nai et al. 2015). 

 

 Malgré les différences observées entre tous ces modèles, il semble bien établi 

que le TfR2 a un rôle dans l’érythropoïèse indépendant de son rôle dans l’homéostasie 

du fer. Ces deux rôles du TfR2 restent cependant difficiles à dissocier, l’érythropoïèse 

étant elle-même étroitement liée à l’homéostasie du fer. De plus, le rôle du TfR2 dans 

l’érythropoïèse est discret en conditions normales, et il semble nécessaire d’induire 

une carence martiale pour le démasquer, la profondeur et le mécanisme de la carence 

martiale ayant alors sans doute un impact différent sur la réponse érythroïde observée. 

Enfin, il est possible que le TfR2 n’ait pas la même fonction en fonction du stade de 
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maturation des cellules érythroïdes, sachant que ces mêmes cellules peuvent être 

préférentiellement orientées soit vers la prolifération, soit vers la différenciation, en 

fonction de leur stade. Ainsi, le rôle érythropoïétique du TfR2 n’est pas encore 

entièrement compris.  

 

 Dans notre travail, nous avons uniquement travaillé sur une lignée cellulaire, ce 

qui peut limiter la validité de nos hypothèses. Nos résultats seraient donc intéressants 

à confirmer dans une autre lignée érythroïde, ainsi que sur des érythroblastes 

primaires humains. Il pourrait également être intéressant de ré-exprimer le TfR2 dans 

nos cellules, pour vérifier que cela annule bien les effets du CRISPR. 

 De plus, le mécanisme par lequel le TfR2 exercerait son rôle de régulation 

négative de l’EPO-R n’est pas parfaitement élucidé. Nous avons supposé qu’une 

partie de cette action impliquerait le protéasome, mais des expériences 

complémentaires sont nécessaires pour confirmer cette hypothèse. Après stimulation 

par l’EPO, le nombre d’EPO-R à la surface cellulaire diminue fortement en raison d’une 

internalisation et d’une dégradation des complexes EPO/EPO-R. En présence d’un 

inhibiteur du protéasome, l’internalisation a toujours lieu mais des récepteurs à l’EPO 

nouvellement synthétisés les remplacent immédiatement, permettant l’activation 

prolongée de la voie de l’EPO-R (Verdier et al. 2000). Cependant, l’inhibition du 

protéasome ne protège que partiellement l’EPO-R de la dégradation, et il a été montré 

que l’EPO-R peut également être dégradé par une autre voie impliquant les lysosomes 

(Walrafen et al. 2005). A noter que le MG132, que nous avons utilisé, n’est pas 

spécifique du protéasome mais inhibe également les lysosomes. Globalement, 

l’existence d’une régulation de l’EPO-R par le TfR2 et le rôle du protéasome et/ou des 

lysosomes dans cette régulation sont des questions qui restent à explorer. 

 Même si nous avons des données suggérant que l’absence du TfR2 puisse 

améliorer la survie des cellules et leur sensibilité à l’EPO en culture, l’effet biologique 

résultant de l’absence du TfR2 est exploré de façon incomplète dans notre travail, et 

devrait être étudié de façon plus approfondie dans un autre modèle.  

 

Conclusion  

 Malgré ces limites, le TfR2 semble être un acteur important dans la régulation de 

l’érythropoïèse, et pourrait donc être une cible intéressante dans la prise en charge 

des pathologies impliquant des perturbations de l’érythropoïèse. Notre hypothèse est 
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présentée Figure 30 : nos données suggèrent que le TfR2 est un régulateur négatif 

de la signalisation de l’EPO-R, alors que l’holo-transferrine est un régulateur positif – 

à condition que le TfR2 soit présent. L’holo-transferrine pourrait agir soit via sa liaison 

au TfR1, soit directement par une interaction avec le TfR2, et permettrait de lever 

l’inhibition de l’EPO-R induite par le TfR2. La régulation négative induite par le TfR2 

passerait, au moins en partie, par un adressage de l’EPO-R vers une dégradation par 

le protéasome. 

 Cependant, des études complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces 

hypothèses et notamment pour mieux comprendre le rôle du TfR2, et son impact sur 

les voies de signalisation de l’érythropoïèse. 

 

 

Figure 30. Représentation schématique de notre hypothèse sur le rôle de la 

transferrine et de ses récepteurs dans la régulation de l’érythropoïèse, à travers 

leur impact sur la signalisation du récepteur à l’EPO. 

 

Perspectives 

 Puisque le TfR2 a un rôle dans l’érythropoïèse, il pourrait être intéressant de le 

cibler dans des pathologies associées à une altération de l’érythropoïèse. Si nous 

partons de l’hypothèse que le TfR2 est un régulateur négatif de la signalisation de 

l’EPO-R, alors une diminution de son expression ou de sa fonction pourrait permettre 

d’augmenter l’érythropoïèse – et pourrait donc corriger une anémie. 
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 Cette stratégie a été explorée par Nai et al. dans un modèle murin : ils ont croisé 

sur modèle de souris déficientes en TfR2 dans la moelle (Nai et al. 2015) avec un 

modèle murin de bêta-thalassémie intermédiaire (Hbbth3/+). Les auteurs avaient déjà 

montré que les cellules érythroïdes déficientes en TfR2 étaient plus sensibles à la 

stimulation par l'érythropoïétine (Nai et al. 2015). Dans ce modèle de thalassémie, les 

souris présentaient une amélioration de leur érythropoïèse et de la morphologie de 

leurs globules rouges, entraînant une correction partielle de leur anémie ainsi que de 

leur surcharge en fer (Artuso et al. 2018). Ceci résultait d’une activation des voies de 

signalisation induites par l’EPO. 

 Si l’on envisage une application clinique, il est cependant difficile de ne cibler le 

TfR2 qu’au niveau de la moelle osseuse. Or, les souris KO pour le TfR2 au niveau de 

l’organisme présentent une hémochromatose (Fleming et al. 2002, Kawabata et al. 

2005, Nemeth et al. 2005, Wallace et al. 2005, Wallace et al. 2007), alors que les 

souris hétérozygotes TfR2+/- ont un phénotype très modéré (Wallace et al. 2005). 

 Les auteurs ont donc également étudié un modèle dans lequel le TfR2 est délété 

de façon germinale mais hétérozygote. Cette délétion partielle du TfR2 dans tout 

l’organisme a eu un effet similaire d’amélioration de l’érythropoïèse dans leur modèle 

de thalassémie intermédiaire (Artuso et al. 2018).  

  

 Ainsi, le TfR2 pourrait être une cible intéressante dans le traitement de l’anémie. 

De plus, l’amélioration des réponses à l’EPO par ciblage du TfR2 n’est efficace qu’au 

niveau des cellules exprimant à la fois le TfR2 et l’EPO-R, ce qui peut avoir un intérêt 

pour limiter les effets « off-target » d’une telle stratégie thérapeutique. 
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Rôle du Curcuma comosa 

 

Contexte 

 Il a été démontré que les œstrogènes pouvaient améliorer l'érythropoïèse (Kim 

et al. 2016), mais leur effet exact et leurs mécanismes d'action dans l'érythropoïèse 

restent imparfaitement connus.   

 Les phytoestrogènes sont des composés végétaux non stéroïdiens d'origine 

naturelle qui exercent une activité œstrogénique. Curcuma comosa Roxb (Curcuma 

comosa) est un phytoestrogène utilisé depuis longtemps en médecine traditionnelle 

thaïlandaise pour le traitement des symptômes de la ménopause (Piyachaturawat et 

al. 1995). ASPP 049 est le composant principal du Curcuma comosa (Suksamrarn et 

al. 2008) et présente une activité œstrogénique élevée (Winuthayanon et al. 2009).  

 Nous avons donc voulu explorer l’effet du Curcuma comosa et de son composé 

ASPP 049 sur la régulation de l'érythropoïèse, seuls ou en combinaison avec l’EPO 

ou le SCF.  

 

Résumé des principaux résultats 

 Nos travaux ont permis de démontrer que l’ASPP 049, en combinaison avec une 

concentration sous-optimale (physiologique) d'EPO, améliore la prolifération et la 

différenciation des progéniteurs érythroïdes humains et murins précoces (CD34+) 

mais non tardifs (CD36+). Ces effets semblent similaires à ceux observés avec les 

œstrogènes. Ces résultats sont intéressants car peu de facteurs ont démontré un effet 

sur l’érythropoïèse précoce, la plupart des régulateurs connus ayant plutôt un effet sur 

la différenciation terminale.  

 Nous avons pu montrer que cette action de l’ASPP 049 passait par le récepteur 

aux œstrogènes alpha (ER-α), et l’activation des trois principales voies de signalisation 

de l’érythropoïèse induites par l’EPO : STAT5, MAPK/ERK et PI3K/AKT (Figure 31).  

 In vivo, nous n’avons observé que très peu d’effet du Curcuma comosa sur 

l’érythropoïèse basale. Après irradiation, il semble cependant que le Curcuma comosa 

puisse permettre une sortie d’aplasie un peu plus précoce de la lignée 

érythropoïétique. Aucun effet n’a été observé sur les autres lignées. Ces données sont 

en cours de confirmation.  
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Figure 31. Représentation schématique de nos résultats sur le rôle du Curcuma 

comosa et de son composant l’ASPP 049 sur l’érythropoïèse. 

 

 

Limites 

 Malgré des données in vitro encourageantes, le Curcuma comosa semble avoir 

un effet biologique faible, ce qui peut limiter la portée de nos résultats. Cependant, 

même si le bénéfice sur l’érythropoïèse paraît modéré, il peut être intéressant puisque 

le Curcuma comosa est un traitement facilement disponible et déjà largement utilisé 

chez l’homme. 

 Dans nos expériences in vitro et in vivo, nous avons observé une toxicité du 

Curcuma comosa et de son composé ASPP 049 lorsqu’ils étaient utilisés à forte dose. 

Cette forte dose correspondant au double de la dose efficace in vivo, il se peut que la 

fenêtre thérapeutique efficace et non toxique soit relativement étroite. Cette toxicité 

n’était pas observée avec les œstrogènes, aux doses que nous avons testées. 

Cependant, ce traitement est utilisé depuis longtemps en Thaïlande, parfois au long 

cours, sans que des effets indésirables notables aient été décrits. 

 De plus, nous nous sommes concentrés sur les effets directs du Curcuma 

comosa et de son composé ASPP 049 sur les cellules érythroïdes, mais il est possible 

que ces effets directs soient associés à des effets indirects, par exemple via une 

modulation de la synthèse d’EPO ou du métabolisme du fer. Sur le plan du mécanisme, 
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il est possible que la voie génomique des récepteurs aux œstrogènes soient 

également impliqués, en plus de la voie non génomique que nous avons étudiée. 

 

 

Conclusion et perspectives 

 

Nos données suggèrent que le Curcuma comosa pourrait avoir un effet bénéfique 

sur les progéniteurs érythroïdes précoces en coopération avec l’EPO, mais non sur 

les progéniteurs érythroïdes tardifs ni sur les cellules des autres lignées. In vitro, il 

favorise la prolifération et la différenciation des progéniteurs via une coopération entre 

la signalisation de l’ER-α et celle de l’EPO-R, et in vivo, il permet une récupération 

érythroïde légèrement plus rapide après irradiation.   

Une application clinique possible serait donc d’utiliser le Curcuma comosa dans 

le traitement de l’anémie, et particulièrement le traitement des anémies d’origine 

centrales telles que les anémies post-chimiothérapie, qui impliquent les progéniteurs 

précoces. Le Curcuma comosa pourrait être utilisé en coopération avec l’EPO, afin 

d’augmenter son efficacité. 

 

Une autre piste qui serait intéressante à explorer serait de savoir si le Curcuma 

comosa a également une action sur les cellules souches leucémiques. En effet, les 

cellules souches leucémiques exploitent de nombreux mécanismes similaires aux 

cellules souches normales pour leur auto-renouvellement (Heidel et al. 2011). La 

stimulation de ces cellules souches leucémiques, en augmentant leur mise en cycle, 

peut les rendre plus sensibles à la chimiothérapie et à certains traitements ciblés. Cette 

approche a déjà été testée en clinique, notamment avec le facteur de croissance G-

CSF (Yamada et al. 1995, Estey 2001). Le Curcuma comosa, en stimulant les 

progéniteurs érythroïdes précoces via l’activation de la signalisation de l’ER-α, pourrait 

avoir un effet similaire – toutefois limité à la lignée érythroïde. Cependant, les résultats 

de plusieurs essais randomisés n’ont pas montré de bénéfice net, ne justifiant pas 

l'application de cette stratégie en routine. Nos résultats ayant été obtenus sur une 

lignée dérivée d’une érythroleucémie humaine, des études complémentaires sur le 

Curcuma comosa pourraient néanmoins être intéressantes dans des modèles plus 

complets d’érythroleucémie. 
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Enfin, l’interaction entre le Curcuma comosa et le métabolisme de la transferrine 

pourrait être intéressante à étudier, puisqu’il a été montré que l’expression du TfR1 

était augmentée par le 17β-œstradiol (E2) dans les cellules positives pour le récepteur 

aux œstrogènes (Dai et al. 2008). Une coopération entre ces deux systèmes pourrait 

donc exister, et la compréhension de cette coopération pourrait améliorer nos 

connaissances sur la régulation de l’érythropoïèse, ouvrant la voie à de nouvelles 

pistes thérapeutiques dans le traitement de l’anémie. 
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VIII. Conclusion 

 

Dans ce travail, nous avons montré que la transferrine potentialise la stimulation 

induite par l’EPO de trois voies de signalisation majeures impliquées dans la survie et 

la prolifération des érythroblastes, indépendamment de l’endocytose du TfR1. Nous 

avons également observé qu’en l’absence du TfR2, il existe une augmentation de 

l’expression de l’EPO-R et de la signalisation induite par l’EPO, sans impact de la 

transferrine dans ce contexte. 

Par ailleurs, nous avons montré que le Curcuma comosa, un phytoestrogène bien 

connu en Thaïlande, améliore la prolifération et la différenciation des progéniteurs 

érythroïdes précoces, par un mécanisme de potentialisation de la signalisation induite 

par l’EPO impliquant l’ER-α.  

 

En conclusion, la transferrine et ses récepteurs, ainsi qu’un phytoestrogène et le 

récepteur aux œstrogènes ER-α, sont impliqués dans la régulation de l’érythropoïèse 

via leur action sur la signalisation induite par l’EPO. L’approfondissement de ces 

données pourrait ouvrir de nouvelles pistes thérapeutiques dans le traitement de 

l’anémie. 
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IX. Annexes  

ANNEXE 1 – PROJET IGA POLYMERIQUES ET POLYGLOBULIE 

 

Contexte du travail 

 

Une polyglobulie correspond à une élévation de tous les paramètres de la lignée érythroïde. La 

polyglobulie primitive, appelée polyglobulie de Vaquez, est causée par une mutation somatique 

survenant dans des progéniteurs hématopoïétiques du gène de JAK2, une protéine impliquée 

dans la signalisation du récepteur à l’EPO. Cependant, d’autres causes de polyglobulies existent.  

 

Ce travail porte sur la polyglobulie associée à la néphropathie à IgA. Il fait suite au travail réalisé 

précédemment dans le laboratoire, démontrant que les IgA polymériques sont des ligands du 

TfR1, et augmentent la sensibilité des progéniteurs érythroïdes à l’EPO (Coulon et al., Nat Med 

2011). Or, les patients atteints d’une néphropathie à IgA ont souvent une élévation des IgA 

polymériques, par rapport aux IgA monomériques. 

 

Cet article mené par Camille Cohen a été soumis en tant que Brief Report au New England 

Journal of Medicine. Il a été reviewé, et j’ai participé aux expériences demandées dans le cadre 

de cette révision. Malheureusement, l’article révisé n’a pas été accepté et il est actuellement en 

cours de resoumission dans Journal of the American Society of Nephrology. 

 

Principaux résultats 

 

Dans cet article, les taux d’hémoglobine issus de grandes cohortes de patients souffrant 

d’insuffisance rénale chronique ont été analysés. Le taux d’hémoglobine était plus élevé chez les 

patients porteurs d’une néphropathie à IgA. La néphropathie à IgA était un facteur indépendant 

associé à des taux d'hémoglobine plus élevés en analyse multivariée. Les taux d’EPO étaient 

semblables entre les différentes étiologies d’insuffisance rénale chronique.  

Dans un modèle murin de néphropathie à IgA surexprimant les IgA polymériques humaines, une 

augmentation de l’hématocrite était observée, sans différence de taux d’EPO. 

De plus, les cas de 6 patients porteurs d’une néphropathie à IgA associée à une polyglobulie sont 

décrits. Ces patients avaient une élévation du taux d’IgA polymériques avec un ratio d’IgA 

polymériques/IgA monomériques élevé, et leur sérum augmentait la sensibilité à l’EPO de 

progéniteurs érythroïdes.  

 

Ainsi, en cas de polyglobulie inexpliquée, une polyglobulie associée aux IgA pourrait être 

recherchée, en évaluant le ratio IgA polymériques/IgA monomériques. 
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ANNEXE 2 – PROJET SEROTONINE ET HEMATOPOÏESE, PARTIE ERYTHROPOÏESE  

 

Contexte du travail 

 

La sérotonine est principalement connue pour son rôle de neurotransmetteur dans le système 

nerveux central, pourtant seulement une minorité de la sérotonine de l’organisme se trouve dans 

le cerveau.  

La génération de souris KO pour la tryptophane hydroxylase 1 (Tph1, l’enzyme indispensable à 

la synthèse de sérotonine), qui sont déficientes en sérotonine périphérique avec un taux normal 

de sérotonine dans le système nerveux central, a permis d’identifier de nombreuses fonctions 

insoupçonnées de la sérotonine périphérique. 

 

Dans ce travail, mené par Francine Côté au sein du laboratoire, il est démontré que la sérotonine 

a un rôle dans l’érythropoïèse. J’ai eu la chance de pouvoir participer à ce travail sur la partie 

relecture, réflexion et organisation des figures, ainsi qu’au moment des révisions. Nous avons 

depuis un travail en cours sur le rôle de la sérotonine dans les autres lignées hématopoïétiques. 

 

Principaux résultats 

 

Les auteurs ont démontré l’existence d’un système sérotoninergique complet fonctionnel au sein 

de la moelle osseuse. Ce système, présent chez l’homme et la souris, favorise la survie et la 

prolifération des progéniteurs érythroïdes. 

L’action locale autonome de la sérotonine contribue in vivo à une érythropoïèse normale, en 

coopération avec l’EPO – le gène de la Tph1 étant sous le contrôle de l’EPO. Dans des modèles 

d’anémie, l’augmentation du taux de sérotonine par l’utilisation d’inhibiteurs sélectifs de la 

recapture de la sérotonine, qui sont des antidépresseurs d’usage courant, permet de restaurer le 

taux d’hémoglobine.  

Les souris Tph1 KO développent avec l’âge une anémie avec un phénotype similaire à celui des 

syndromes myélodysplasiques (SMD). Les SMD sont des hémopathies préleucémiques 

caractérisées par des anomalies qualitatives (dysplasie) et quantitatives (cytopénies) des cellules 

des différentes lignées hématopoïétiques. On distingue les SMD de haut risque, dans lesquels le 

principal risque est la transformation en leucémie aiguë, et les SMD de bas risque, dans lesquels 

le principal problème est une anémie qui ne répond souvent que partiellement ou temporairement 

à l’EPO. 

Or, les patients atteints de SMD de bas risque présentent également un déséquilibre du 

métabolisme de la sérotonine. L’utilisation d’antidépresseurs courants pourrait donc devenir une 

stratégie thérapeutique importante dans l'anémie des SMD de bas risque réfractaires à l'EPO. 
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ANNEXE 3 – PROJET SEROTONINE ET HEMATOPOÏESE, REVUE 

 
Contexte du travail 

 
Dans la suite du travail mené par Francine Côté sur sérotonine et érythropoïèse, ayant démontré 

d’une part l’existence d’un système sérotoninergique complet dans la moelle osseuse, et d’autre 

part une action de la sérotonine sur les progéniteurs érythroïdes, nous nous sommes interrogées 

sur l’action possible de la sérotonine sur les cellules souches et progéniteurs en général, et dans 

l’hématopoïèse en particulier. 

J’ai donc rédigé cette revue avec Francine Côté et Tereza Coman pour faire un état des lieux des 

connaissances actuelles sur le rôle de la sérotonine périphérique sur les cellules souches et 

progéniteurs, et pour discuter de façon plus ciblée son rôle dans l’hématopoïèse normale et 

pathologique. 

 
Principaux résultats 

 
Après un rappel sur le métabolisme de la sérotonine, nous avons discuté des modes de synthèse 

de la sérotonine à l’état physiologique ainsi que dans certaines situations pathologiques telles 

que l’hypoxie ou les lésions tissulaires. 

Nous avons ensuite présenté plusieurs études démontrant un rôle de la sérotonine dans 

l’embryogenèse et sur les cellules souches de plusieurs organes, puis les données de la 

littérature sur le rôle de la sérotonine dans l’hématopoïèse, sur les cellules souches et 

progéniteurs hématopoïétiques.   

Enfin, nous avons discuté du rôle possible de la sérotonine dans certaines situations 

pathologiques en hématologie, et de l’intérêt potentiel de cibler le système sérotoninergique dans 

ces situations. 

 

Dans l'ensemble, le système sérotoninergique périphérique pourrait être une cible thérapeutique 

prometteuse, permettant de réguler la régénération et la mobilisation des cellules souches et 

progéniteurs après divers types de lésions. 
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ANNEXE 4 – PROJET BLNK, CASE REPORT 

 

Contexte du travail 

 

Dans le cadre du Gr-Ex, le laboratoire d’excellence sur les pathologies du globule rouge, des 

séquençages d’exomes ont été réalisés pour explorer plusieurs cas complexes d’anémies rares. 

Une des patientes séquencées dans le cadre de ce projet présentait une érythroblastopénie, mais 

également de nombreuses pathologies auto-immunes et une leucémie à grands lymphocytes à 

grains (LGL). L’analyse d’exome a révélé une mutation d’une protéine nommée BLNK (B-cell 

Linker), impliquée dans la signalisation du BCR (B-Cell Receptor). 

Le projet sur les anémies rares était mené au sein du laboratoire par Flavia Guillem. L’analyse 

d’exome n’ayant retrouvé aucune mutation notable impliquant l’érythropoïèse, ce cas clinique m’a 

ensuite été confié pour tenter d’explorer le lien entre la mutation de BLNK et le contexte auto-

immun de la patiente. 

 

Principaux résultats 

 

Nous présentons le cas d'une femme de 43 ans présentant une leucémie à LGL associée à 

plusieurs maladies auto-immunes : érythroblastopénie, thyroïdite, ovarite et alopécie. 

L’analyse d’exome retrouvait une mutation hétérozygote dans le gène de BLNK menant à un 

codon STOP dans le domaine SH2 de la protéine. Ce domaine SH2 permet le recrutement de 

BLNK dans la voie de signalisation du BCR. La mutation était présente dans le sang et la moelle 

au diagnostic, mais absente dans la salive et chez la mère de la patiente. 

Aucune mutation de BLNK n’a été retrouvée après séquençage ciblé de 14 autres patients 

atteints de leucémie à LGL et de maladies auto-immunes de la cohorte LGL de l'hôpital Necker. 

Une mutation homozygote de BLNK est responsable, chez l’homme, d’un tableau 

d’agammaglobulinémie avec absence de lymphocytes B matures. Dans des modèles murins, 

l’inactivation de BLNK est également associée à des maladies auto-immunes par déficit de 

lymphocytes B régulateurs producteurs d’IL-10. 

Le bilan biologique retrouvait une lymphopénie B et un déficit modéré en lymphocytes T CD4+, 

avec un taux de gammaglobulines sub-normal à 6,9 g/L (norme : 8-13,5). L’analyse 

immunophénotypique retrouvait une diminution des lymphocytes B régulateurs, une 

augmentation des lymphocytes B auto-réactifs, et une légère diminution des lymphocytes T CD4+. 

Quelques analyses complémentaires sont en cours, et nous souhaitons soumettre l’article à JACI 

sous forme de lettre à l’éditeur. 
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ANNEXE 5 – PROJET CYCLOSPORINE, REVUE 

 
Contexte du travail 

 

La ciclosporine A est connue et utilisée depuis longtemps pour ses propriétés 

immunosuppressives, principalement dans le cadre de la transplantation d'organes. L'effet 

principal de la ciclosporine repose sur l’inhibition de l'activité des lymphocytes T, ce qui explique 

son rôle dans la prévention du rejet des greffons.  

Plus récemment, des données ont révélé un effet paradoxal d'une faible dose de ciclosporine A, 

ayant des propriétés immunomodulatrices différentes des fortes doses. C’est ce sujet que nous 

avons voulu développer ici. 

 

Cette revue s’inscrit dans le cadre du travail de thèse de Camila Flores, portant sur le rôle de 

modulation immunitaire de la ciclosporine A à faible dose dans la réponse anti-tumorale du 

système immunitaire adaptatif. J’ai été impliquée dans certains aspects de son travail de thèse, 

et j’ai également participé à l’écriture de cette revue avec elle. 

 

Principaux résultats 

 

Dans cette revue, après un rappel sur la ciclosporine et ses doses, nous avons discuté des effets 

paradoxaux de la ciclosporine A à faible dose et de leurs applications possibles. 

Ainsi, si les fortes doses de ciclosporine inhibent l’activation des lymphocytes T, certaines études 

montrent que les faibles doses peuvent au contraire stimuler la réponse immunitaire. La 

ciclosporine à faible dose pourrait dans certains cas activer les lymphocytes T cytotoxiques et 

favoriser la production de cytokines pro-inflammatoires, mais également inhiber les lymphocytes 

T régulateurs.  

Certaines études suggèrent que la ciclosporine à faible dose pourrait améliorer la survie post-

allogreffe de moelle, en augmentant l’effet bénéfique greffe-versus-leucémie (GVL) sans 

augmenter l’effet toxique du greffon contre l’hôte (GVH). 

Même si les données cliniques sont rares, la ciclosporine à faible pourrait également avoir un 

effet anti-tumoral – effet qui est exploré de façon plus approfondie dans le travail de thèse de 

Camila Flores. 

 

Ainsi, la ciclosporine à faible dose pourrait représenter une nouvelle stratégie thérapeutique dans 

plusieurs situations, et en particulier dans le traitement du cancer. 
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Résumé : L’érythropoïèse est un processus 
extrêmement prolifératif, et qui doit donc être très 
étroitement régulé. L’érythropoïétine (EPO) est l’un 
des facteurs absolument nécessaires à 
l’érythropoïèse. Cependant, dans la moelle 
osseuse, la quantité d'EPO circulante est sous-
optimale et la capacité des érythroblastes à 
survivre dépend donc de leur sensibilité à l'EPO. 
Les facteurs modulant la réponse à l'EPO au cours 
de l'érythropoïèse sont encore largement inconnus.  
Nous avons donc voulu explorer plusieurs facteurs 
pouvant potentiellement être impliqués dans la 
régulation de l’érythropoïèse et plus précisément 
dans la réponse à l’EPO : tout d’abord, la 
transferrine ainsi que ses récepteurs (TfR), la 
transferrine et le TfR1 étant également essentiels à 
l’érythropoïèse, ainsi qu’un phytoestrogène 
provenant d’une plante nommée Curcuma comosa, 
les œstrogènes étant eux aussi connus pour 
favoriser l’érythropoïèse. 
Concernant la transferrine, nous avons voulu 
principalement explorer son rôle sur la 
signalisation, ayant récemment montré au 
laboratoire que le TfR1, essentiellement connu 
pour son rôle dans l’endocytose du fer, est 
également capable d’entraîner une signalisation. 

Nous avons montré que la transferrine potentialise 
la stimulation induite par l’EPO des voies ERK, AKT 
et STAT5. Cet effet est conservé même en 
l’absence d’endocytose du TfR1. Aucune 
coopération n’a été trouvée entre la transferrine et 
le stem cell factor (SCF).  
Nous avons également observé qu’en l’absence du 
TfR2, il existe une augmentation de l’expression de 
l’EPO-R et de la signalisation induite par l’EPO, 
sans impact de la transferrine dans ce contexte. 
Par ailleurs, nous avons montré que le Curcuma 
comosa améliore la prolifération et la différenciation 
des progéniteurs érythroïdes précoces, par un 
mécanisme de potentialisation de la signalisation 
induite par l’EPO impliquant le récepteur aux 
œstrogènes ER-α.  
 
En conclusion, la transferrine et ses récepteurs, 
ainsi qu’un phytoestrogène et l’ER-α, sont 
impliqués dans la régulation de l’érythropoïèse via 
leur action sur la signalisation induite par l’EPO. 
L’approfondissement de ces données pourrait 
ouvrir de nouvelles pistes thérapeutiques dans le 
traitement de l’anémie. 
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Abstract : Erythropoiesis is an extremely 
proliferative process and must be very closely 
regulated. Erythropoietin (EPO) is one of the major 
factors necessary for erythropoiesis. However, in 
the bone marrow, the amount of circulating EPO is 
suboptimal and the ability of erythroblasts to 
survive therefore depends on their sensitivity to 
EPO. The factors modulating the response to EPO 
during erythropoiesis are still largely unknown.  
We therefore wanted to explore several factors 
that could potentially be involved in the regulation 
of erythropoiesis and more specifically in the 
response to EPO: first, transferrin and its receptors 
(TfR), transferrin and TfR1 being also essential for 
erythropoiesis, as well as a phytoestrogen from a 
plant called Curcuma comosa, as estrogens are 
also known to promote erythropoiesis. 
Regarding transferrin, we mainly wanted to explore 
its role on signaling, having recently shown in the 
laboratory that TfR1, essentially known for its role 
in iron endocytosis, is a signaling-competent 
receptor. 

We have shown that transferrin potentiates EPO-
induced stimulation of the ERK, AKT and STAT5 
pathways. This effect is maintained even in the 
absence of TfR1 endocytosis. No cooperation was 
found between transferrin and stem cell factor 
(SCF).  
We also observed that in the absence of TfR2, 
there is an increase in EPO-R expression and 
EPO-induced signaling, without any impact of 
transferrin in this context. 
In addition, we have shown that Curcuma comosa 
improves the proliferation and differentiation of 
early erythroid progenitors through a mechanism 
involving the ER-α estrogen receptor, able to 
potentiate EPO-induced signaling.  
 
In conclusion, transferrin and its receptors, as well 
as a phytoestrogen and ER-α, are involved in the 
regulation of erythropoiesis through their action on 
EPO-induced signaling. Further investigation of 
these data could provide new therapeutic 
strategies in the treatment of anemia. 

 

 


