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Avant-propos

Cette thése a été réalisée dans l'unité Inserm U1078 Génétique, Génomique et Biotechnologies de
Brest, au sein de I’équipe IMRC (“Iron Metabolism and Red blood Cells”), sous la direction du Pro-
fesseur Gérald Le Gac. Elle porte sur les pathologies innées du métabolisme du fer, plus précisément
sur les pathologies liées aux mutations du gene SLC40A1, codant la ferroportine. Cette thématique
est ancrée dans le laboratoire depuis plusieurs années, et des collaborations, notamment avec le Doc-
teur Isabelle Callebaut, spécialisée en biochimie structurale, ont permis le développement d’analyses
structure-fonction qui, en plus de permettre une interprétation des variations rares du gene SLC40A1,
a aidé a mieux comprendre la biologie de la protéine et décrire un mécanisme mutationnel impliqué
dans prés de la moitié des variations perte de fonction du géne (Létocart et al., 2009; Le Gac et al.,
2013; Callebaut et al., 2014; Ka et al., 2018; Guellec et al., 2019; Le Tertre et al., 2021a).

C’est dans cet environnement que j’ai, a la suite de mon master 2, démarré ma thése d’université en
janvier 2019. Mon travail avait pour but une meilleure interprétation des variations faux-sens du géne
SLC40A1, une meilleure compréhension de la fonction de la ferroportine, sa régulation transcription-
nelle et son lien avec son régulateur post traductionnel principal, ’hepcidine.

Ce manuscrit se divisera en deux grands chapitres. Le premier sera dédié a 'interprétation des vari-
ations faux-sens du gene SLC40A1. Aprés une introduction générale, les résultats seront présentés
sous la forme de trois articles, dont le premier sera soumis a la revue Human Mutation dés que la base
de données UMD, décrite dans l’article, sera disponible en ligne. Le second chapitre traitera de la
stratégie que j’ai mise au point pour ’étude de la régulation a distance du gene SLC40A1.

Dans ce manuscrit, les termes “ferroportine”, “ferroportine-1” et “FPN1” seront utilisés pour parler de
la ferroportine. Tous ces termes sont équivalents.
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Chapitre |

Variations faux-sens du gene SLC40A1:
interprétation structurale et fonctionnelle,
corrélations génotypes-phénotypes, base de
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CHAPITRE 1 : Variations faux-sens du géne SLC40A1 : interprétation
structurale et fonctionnelle, corrélations génotypes-phénotypes, base
de données locus spécifique

Introduction

1. Le métabolisme du fer

1.1. Généralités

Le fer a un role essentiel dans l'organisme ; en dehors de quelques souches de lactobacillus, toutes
les formes de vie ont besoin de fer (Harrison and Arosio, 1996). Il est impliqué dans un grand nombre
de processus physiologiques, dans lesquels on le retrouve sous deux principales formes : héminique
et non-héminique.

Le fer héminique est constitué d’un ion Fe?* auquel est associé la protoporphyrine IX. La protopor-
phyrine IX est synthétisée a partir de glycine et de succinyl-CoA au travers de plusieurs réactions
se déroulant dans le cytoplasme et la mitochondrie (Ryter and Tyrrell, 2000). La derniére étape est
linsertion d’un ion Fe** au sein de la protoporphyrine IX, par une ferrochelatase, dans la mitochon-
drie. L’héme est exporté de la mitochondrie pour étre incorporée aux hémoprotéines. Les deux hé-
moprotéines les plus importantes sont ’lhémoglobine, qui sert au transport d’oxygéne a travers les
globules rouges (érythrocytes), et la myoglobine, qui permet le stockage et |utilisation d’oxygéne par
le muscle. Parmi les autres protéines héminiques, on retrouve divers cytochromes et enzymes, telles
que des oxygénases ou la guanylate cyclase (Papanikolaou and Pantopoulos, 2005).

Le fer est également utilisable sous une forme non-héminique. C’est par exemple le cas des “clus-
ters fer-soufre”, ou il est utilisé dans diverses réactions d’oxydoréduction de la chaine respiratoire
mitochondriale, la synthese d’ADN, la régulation transcriptionnelle (Geissler and Singh, 2011; Ganz,
2013).

Les capacités d’oxydoréduction du fer lui conférent une importance physiologique majeure, mais elle
est également la cause de sa toxicité. En effet, en conditions aérobies (en présence d’oxygene), le fer
libre est capable de catalyser la production de radicaux toxiques. Cette toxicité est principalement
due aux réactions de Fenton et Haber-Weiss, menant a la production de radicaux hydroxyles OH",
une espece réactive de 'oxygene (reactive oxygen species « ROS »).
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« Réaction de Fenton

Fe?t + 0, — Fet + O3
205" + 2H* — H,0, + O,
H,Oy + Fe?t — Fe3* + OH + OH~

« Réaction d’Haber-Weiss

Hy,Oy + Fe?t — Fe3t + OH + OH~
Oy + Fe3t — O, + Fe?t

O3 + H,0, — Oy + OH™ + OH"

Les ROS sont responsables de divers dommages par 'oxydation des protéines, la peroxydation des
membranes lipidiques ou encore la modification des acides nucléiques (mutagenése, formation
d’adduits d’ADN) (Papanikolaou and Pantopoulos, 2005; Valko et al., 2016).

Afin de permettre une biodisponibilité suffisante du fer dans 'organisme sans pour autant subir les
conséquences de sa toxicité, son métabolisme doit étre finement régulé. Le corps humain est con-
stitué de 3 a 4 g de fer, dont la majeure partie est contenue dans ’hémoglobine (2-3 g) (Ganz, 2013).
L’homéostasie systémique du fer fonctionne presque exclusivement en circuit fermé (Figure 1), dont
la seule porte d’entrée exogene est l'absorption intestinale par les entérocytes. Cette absorption
représente 1 a 2 mg de fer par jour, et permet de compenser les pertes par desquamation épithéliale
et saignements, qui sont en proportions équivalentes (Green et al., 1968). La grande majorité du fer
se retrouvant dans les érythrocytes, le flux principal de fer est représenté par le recyclage des érythro-
cytes sénescents. Ce recyclage est assuré par les macrophages contenus dans le foie et la rate. Etant
donnée la durée de vie du globule rouge (120 jours en moyenne), environ 0,8% sont recyclés chaque
jour soit 20 a 25 mg. La derniere source de fer utilisable est stockée dans le foie par ’hépatocyte. Cette
réserve représente 20 a 30% du fer total de 'organisme (Papanikolaou and Pantopoulos, 2005) .

On retient donc, chez l'adulte, 4 types cellulaires impliqués dans le métabolisme systémique du fer
(Figure 1) :

« Lentérocyte, qui absorbe le fer

« Lérythroblaste, qui utilise le fer pour la synthése de ’hémoglobine
+ Le macrophage, qui recycle le fer

« L’hépatocyte, qui stocke le fer dans le foie
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Compartiment sanguin
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Absorption alimentaire

Entérocyte
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Erythropoiése
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- 2025 mg
Tf-Fe3+ (2,4.10° GR/sec)
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~.

Erythrophagocytose

Macrophages
20-25 mg

7-8 cycles/jour

Figure 1: Représentation schématique du métabolisme systémique du fer chez ’homme. Les
principales cellules impliquées dans le métabolisme systémique du fer sont I'entérocyte (import
exogene), ’hépatocyte (stockage) et le macrophage (recyclage a partir des érythrocytes sénescents).
Le fer circule dans le sang lié a la transferrine (Tf), et sert pour la majeure partie a la constitution de
nouveaux érythrocytes dans la moelle osseuse. A noter que les cellules érythroides exportent du fer
lors de leur processus de maturation.

A noter qu’une étude récente a suggéré que le rein jouait également un réle important dans le main-
tien de ’homéostasie du fer, par la réabsorption du fer au niveau tubulaire (Mohammad et al., 2021).

Les échanges de fer entre les différents organes se font au travers de la circulation sanguine grace a
une protéine, la transferrine.

Dans le compartiment sanguin, la transferrine prend en charge le fer, évitant ainsi la présence de fer
libre toxique. Cette protéine de 76kDa synthétisée par le foie est constituée de deux lobes N et C-
terminaux, chacun ayant la capacité de lier union Fe**, et a une demi-vie d’environ 8 jours dans le sang
(Messori and Kratz, 1994), qui en contient 200-300 mg/dL. La transferrine (apotransferrine) fixe le fer
ferrique Fe* lorsque le pH du milieu environnant est a 7,4. Le complexe apotransferrine et fer, appelé
holotransferrine, se dissocie a pH acide (Princiotto and Zapolski, 1976) dans I'endosome lorsqu’il est
capté par une cellule via le récepteur a la transferrine TfR1. La majeure partie du fer circulant étant
fixée a la transferrine, il est possible d’évaluer le statut martial d’'une personne par calcul du coefficient
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de saturation de la transferrine (CST). Il est le résultat du rapport entre la concentration sérique en fer
sur la capacité totale de fixation de fer. Un CST inférieur a 20% témoigne d’une carence en fer, tandis
qu’a partir de 45% de CST, une partie du fer ne peut plus se fixer et se retrouve sous forme libre, et
donc potentiellement toxique, dans le sang et le parenchyme (principalement hépatique)(Brissot et
al., 2012; Kawabata, 2019).

Les paragraphes suivants vont traiter des principales voies d’import, d’utilisation et de stockage du
fer en prenant pour exemple le type cellulaire majoritairement impliqué dans ces voies. Ainsi, nous
traiterons de I'import du fer dans les entérocytes, de son utilisation par les érythrocytes, de son recy-
clage par les macrophages et de son stockage par les hépatocytes.

1.2. Absorption intestinale de fer

Lentérocyte duodénal, et dans une moindre mesure celui du segment proximal du jéjunum, est la
seule cellule capable d’importer le fer provenant de l'alimentation. La portion de fer quotidienne
dans un régime alimentaire adulte est d’environ 15 mg, mais seuls 1 a 2 mg sont réellement absorbés.
Comme dans le corps humain, le fer alimentaire se trouve sous deux formes : héminique, issu prin-
cipalement de la viande rouge qui représente environ les 2/3 du fer absorbé, et non héminique, ou
inorganique, issu en majorité des céréales et [égumes (Papanikolaou and Pantopoulos, 2005; Fuqua
etal.,2012). Alasurface apicale des entérocytes se trouve le transporteur de fer DMT1 (“divalent metal
transporter-1”, encore appelé NRAMP2 ou SLC11A2), qui permet 'import de fer sous la forme ferreuse
(Fe?*) (Andrews, 1999). Le pH faible du bol alimentaire sortant de I'estomac facilite la dissolution du
fer inorganique et la réduction du fer ferrique (Fe**) par la ferrireductase DCYTB (McKie et al., 2001)
(Figure 2).

Le mécanisme d’absorption du fer héminique par I'entérocyte est encore mal connu. Lhypothese du
role d’HCP-1 (“heme carrier protein 1”) dans l'absorption de I’heme a été soulevée (Shayeghi et al.,
2005), mais des études ont montré que ce transporteur avait une affinité plus grande pour le folate et
étaitimpliqué dans des anomalies de 'absorption des folates (Qiu et al., 2006). Une autre piste serait
Lutilisation d’HRG1 (“heme regulatory gene 1”) (Rajagopal et al., 2008). Une fois absorbé, le fer est
libéré de ’héme par l'action de ’lHeme Oxygénase 1 (HO-1) (Ferris et al., 1999).

Le fer inorganique et celui issu de I’lhéme peut étre soit stocké dans la ferritine, soit étre utilisé pour
le métabolisme de la cellule, soit étre exporté dans le compartiment sanguin par la ferroportine 1
(encore appelée FPN1, ou ferroportine) pour y étre pris en charge par la transferrine (Donovan et al.,
2005). Ce transport sera couplé a 'oxydation du fer ferreux Fe** en fer ferrique Fe** par ’héphaestine
(HEPH), ferroxidase exprimée a la membrane basale des entérocytes. L'observation d’une accumula-
tion de fer dans les entérocytes de souris possédant une délétion dans le gene codant ’lhéphaestine
souligne la nécessité de cette derniére étape pour 'export du fer dans le compartiment sanguin (Vulpe
etal., 1999).
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A noter qu’une derniére forme de fer, inclus dans la ferritine, serait absorbée au niveau apical par
endocytose (San Martin et al., 2008).

Heme [ ) )

Pble apical

Mitochondrie

Ferritine

Pole basolatéral

Figure 2: Absorption intestinale de fer au niveau de ’entérocyte. Le fer libre alimentaire est
importé sous forme Fe** a partir de la surface apicale de I’entérocyte par DMT1. Le fer héminique
serait quant a lui importé via HCP-1 ou HRG1 avant d’étre libéré par HO-1. Une fois dans la cellule, le
fer peut étre pris en charge dans la ferritine (voir le paragraphe 1.5), utilisé par la mitochondrie (voir
le paragraphe 1.3) ou exporté dans le sang par la ferroportine (FPN1).

1.3. Utilisation du fer par les cellules érythroides

La grande majorité du fer du corps humain est dévolue a la synthése d’hémoglobine par les cel-
lules érythroides afin d’assurer le transport d’oxygéne. La formation des globules rouges, appelée
érythropoiése, est une succession d’étapes de modification des progéniteurs, les érythroblastes,
jusqu’a l’érythrocyte mature (Valent et al., 2018). Un érythrocyte peut contenir jusqu’a 280 millions
de molécules d’hémoglobine, équivalant a environ 1 milliard d’atomes de fer par globule rouge (Vogt
et al., 2021). Ainsi la biosynthése de ’heme dans la moelle osseuse consomme 0,8 a 1 mg/h de fer.
Ce fer, issu du compartiment sanguin et lié a la transferrine, pénétre dans le précurseur du globule
rouge par 'intermédiaire du récepteur a la transferrine de type 1 (TfR1) (Figure 3). Lholotransferrine
se fixe sur TfR1 (Lawrence et al., 1999; Cheng et al., 2004), entrainant son endocytose par un mécan-
isme clathrine dépendant (Kleven et al., 2018). La libération du fer de la transferrine se fait grace
a lacidification du milieu par des pompes a protons. Le fer ferrique (Fe**) est alors réduit en fer
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ferreux (Fe*) par une ferrireductase, STEAP3 (« Six-Transmembrane Epithelial Antigen of Prostate 3
») (Ohgami et al., 2005), et libéré dans le cytosol via le transporteur DMT1 (Andrews, 1999; Tabuchi et
al., 2000). L’apotransferrine est quant a elle recyclée avec TfR1 grace a un endosome de recyclage a
la membrane plasmique (Kawabata, 2019), ou ils se dissocient afin de rendre le récepteur disponible
pour fixer a nouveau une holotransferrine circulante. Une fois disponible dans le cytosol, la majeure
partie du fer entre dans la mitochondrie par le biais de la mitoferrine, située a la membrane interne
de la mitochondrie (Paradkar et al., 2009), stabilisée par la protéine ABCB10 (Chen et al., 2009). De 13,
le fer est inséré a la protoporphyrine IX par une ferrochelatase (FECH), puis ’héme est exporté dans
le cytosol via l'isoforme 1b de FLVCR (« Feline Leukemia Virus subgroup C cellular Receptor »), ou il
sera intégré a la globine pour former ’hémoglobine (Chiabrando et al., 2012).

Récemment, Zhang et al. ont suggéré que les érythroblastes et les érythrocytes ont la capacité de
relarguer du fer par la ferroportine. Cette observation, d’abord surprenante venant de cellules ayant
des besoins importants en fer, s’expliquerait par un besoin de réguler la quantité de fer circulante
dans le sang et protéger les cellules érythroides du stress oxydatif (Ganz, 2018; Zhang et al., 2018a).

Enfin, ’hypothése d’une voie d’entrée différente de fer, libre cette fois-ci, est soulevée depuis
plusieurs années déja (Morgan, 2001), et ce pourrait étre grace au “cluster de différenciation” CD44.
Cette protéine est exprimée a la surface des cellules érythroides, et une étude récente a suggéré le
role de CD44 dans l'acquisition du fer lié au hyaluronate dans les cellules cancéreuses (Mdller et al.,
2020). Des travaux en cours pourraient permettre de confirmer cette hypotheése.
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Figure 3: Utilisation du fer par érythroblaste. La voie d’entrée principale du fer dans la cellule
érythroide est le récepteur a la transferrine TfR1. Une fois endocyté, le fer se dissocie de la
transferrine du fait de l’acidification de 'endosome. Le fer Fe** est réduit en Fe** par STEAP3, avant
de retrouver le cytoplasme grace a DMT1, ou il va pouvoir étre stocké par la ferritine, exporté par
FPN1 ou utilisé par la mitochondrie. Ily entre alors grace a la mitoferrine aidée d’ABCB10, poury
étre couplé a la protoporphyrine IX par FECH, permettant la formation de I’heme qui sera exporté
par FLVCR1b dans le cytosol pour y intégrer la globine et ainsi constituer ’hémoglobine.

1.4. Recyclage du fer par les macrophages

Labsorption intestinale de fer ne représente qu’une faible proportion du fer réellement utilisé par
organisme, la majeure partie du fer disponible provenant du recyclage des érythrocytes sénescents.
Les érythrocytes ont une durée de vie de 120 jours environ, et au cours de leur vieillissement leur
surface subit des modifications permettant leur reconnaissance par le macrophage afin d’y étre recy-
clés (Klei et al., 2017). Ils deviennent notamment moins déformables, donc moins capables de passer
dans des capillaires sanguins de diamétre inférieur au leur. Cette perte d’élasticité est responsable de
leur rétention au niveau de la pulpe rouge de la rate, ou se trouvent les macrophages qui les phagocy-
tent (Mebius and Kraal, 2005). Les macrophages du foie (cellules de Kupffer) ainsi que ceux présents
au niveau de la moelle osseuse sont également capables de phagocyter les érythrocytes (Nairz et al.,
2017).

La perte d’élasticité n’est pas le seul signal entrainant la phagocytose des érythrocytes par le
macrophage. D’autres signaux membranaires apparaissent avec le temps, notamment la modifica-
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tion de la glycoprotéine membranaire “Band 3” (Lutz, 2004; Arese et al., 2005) qui, par son agrégation,
active le complément et facilite la reconnaissance par les macrophages. Un autre mécanisme mis en
évidence implique la phosphatidylsérine. Ce composant de la membrane plasmique des cellules est
en temps normal situé sur la face interne de la bicouche lipidique. Son externalisation, déclenchée
par diverses sources de stress cellulaire (Klei et al., 2017), constitue un signal pour sa reconnaissance
et sa phagocytose par le macrophage (Schroit et al., 1985). Enfin, un dernier mécanisme a été décrit,
mettant en jeu CD47. En temps normal, ce marqueur cellulaire est lié a SIRPa (“signal-regularoty
protein alpha”) et joue un réle protecteur, empéchant la phagocytose. Les changements confor-
mationnels de CD47 induits par le vieillissement du globule rouge modifient son rdle, facilitant sa
reconnaissance par le macrophage (Burger et al., 2012).

Les globules rouges sont ensuite internalisés dans des phagosomes qui fusionneront avec les
vésicules lysosomales pour former les phagolysosomes (Figure 4). Lérythrocyte va étre digéré sous
laction d’especes réactives et d’enzymes diverses (hydrolases), libérant ’hémoglobine et ’héme
(Ganz, 2016). Ce dernier va étre transporté vers le cytosol par le transporteur d’heme HRG1 («
Heme-Responsive Gene-1 ») ou le fer va finalement étre libéré sous l'action de I’héeme oxygénase
(HO-1) (Poss and Tonegawa, 1997; Kovtunovych et al., 2010; White et al., 2013). Le fer libre dans le
cytosol va pouvoir étre soit stocké dans la ferritine, soit utilisé par la mitochondrie, soit exporté dans
le sang par la ferroportine, ou il sera oxydé grace a la céruloplasmine afin de pouvoir étre pris en
charge par la transferrine (Harris et al., 1999).

D’autres voies minoritaires permettent I’entrée de fer dans le macrophage. ’hémoglobine peut étre
présente directement dans le compartiment sanguin, notamment lors du processus d’hémolyse (lyse
des érythrocytes). Elle y est complexée a ’haptoglobine et peut ainsi étre endocytée via le récepteur
CD163 (Kristiansen et al., 2001). L’hémoglobine peut également subir des phénoménes d’oxydation
dans le compartiment sanguin, et ainsi libérer ’heme, qui sera fixé a ’hémopexine. Ce complexe
héme-hémopexine est ensuite reconnu par le macrophage via le récepteur CD91 (Hvidberg et al.,
2005). Enfin, le fer lié a la transferrine peut également étre capté par TfR1.
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Figure 4: Recyclage du fer par le macrophage. Le macrophage phagocyte les érythrocytes
sénescents, qui seront digérés au sein des phagolysosomes, afin de libérer ’héme. Une fois entré
dans le cytosol via HRG-1, I’héme va libérer le fer grace a ’'action de I’lheme oxygénase (HO-1). De |3,
le fer peut étre stocké dans la ferritine, utilisé par la mitochondrie, ou relargué dans le sang par la
ferroportine.

1.5. Stockage du fer par ’hépatocyte: le role de la ferritine

Sur les 4g de fer en moyenne présents dans le corps humain, environ 1g est qualifié de fer de stockage,
dont 40% (400 mg) se trouvent stockés par le foie, principalement dans les hépatocytes. L’hépatocyte
est le type cellulaire majoritaire constituant le foie, représentant 80% de la masse hépatique (An-
derson and Frazer, 2005) et son réle dans le métabolisme du fer est primordial. En plus de stocker
une grande partie du fer non utilisé, il est le lieu principal de production de la transferrine (Ponka
et al., 1998) et d’autres protéines du métabolisme du fer telle que la céruloplasmine (Hellman and
Gitlin, 2002), ’haptoglobine (Wassell, 2000), ’hémopexine (Tolosano and Altruda, 2002) et ’hepcidine
(Krause et al., 2000).

En conditions physiologiques, le fer pénetre dans I’hépatocyte majoritairement lié a la transferrine via
TfR1. En exprimant le marqueur CD91 il peut également internaliser ’héme associé a ’hémopexine
(Hvidberg et al., 2005). Enfin, il existe une voie d’entrée du fer libre dans ’hépatocyte, qui semble étre
la voie principale d’import lors de surcharge sanguine en fer. Lorsque la transferrine est saturée a plus
de 45%, une certaine quantité de fer se retrouve non lié a la transferrine (NTBI “Non Transferrin Bound
Iron”) (Brissot et al., 2012).
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L’hépatocyte a un role primordial dans la clairance rapide de ce fer libre (Brissot et al., 1985).
Plusieurs voies d’entrée de ce fer ont été proposées, tout d’abord via le transporteur ZIP14 (Zinc
transporter)(Liuzzi et al., 2006). Le récepteur a la transferrine de type 2 (TfR2) a également été
suggéré comme étant impliqué dans 'import de fer libre, en plus de son réle dans l'internalisation de
la transferrine, bien que les mécanismes a 'origine de 'import de fer libre restent a élucider (Graham
etal., 2008).

Une fois dans la cellule, le fer constitue le pool labile de fer (labile iron pool ; LIP). Ce pool, retrouvé
dans tous les types cellulaires, va étre stocké dans la ferritine s’il n’est pas utilisé par la mitochondrie
ou exporté. La ferritine est un hétéropolymere pouvant stocker jusqu’a 4000 atomes de fer (Harrison
and Arosio, 1996). Elle est constituée de 24 sous-unités de chaines lourdes (“Heavy”) et de chaines
légeres (“Light”), codées respectivement par les génes FTH et FTL. Le fer ferreux Fe** issu du pool
labile de fer est acheminé jusqu’a la ferritine grace aux protéines chaperonnes PCBP1 et PCBP2 (Shi
et al., 2008) . De |3, les chaines lourdes de la ferritine oxydent le fer ferreux en fer ferrique Fe**, puis
les chaines légeres forment un noyau d’hydroxy-phosphate ferrique. Ce fer n’est pas stocké dans la
ferritine de fagon irréversible. Il peut notamment étre mobilisable en cas de déficit en fer grace a
un processus, la ferritinophagie, ou la ferritine est dégradée via les autophagosomes. La protéine
cargo NCOA4 (“Nuclear receptor CO-activator 4”), en cas de faible concentration de fer, va s’laccumuler
dans la cellule et se lier aux chaines lourdes de la ferritine. Cette liaison va entrainer le transport de
la ferritine vers l'autophagosome puis le lysosome pour étre dégradée et ainsi libérer le fer qu’elle
contient (Dowdle et al., 2014; Mancias et al., 2014; Mancias et al., 2015) (Figure 5).

Le fer joue unrdle dans larégulation de la synthése de ferritine. Cette régulation passe par la présence,
sur P’ARN messager des chaines lourdes et légeres, d’un élément de réponse au fer, I’élément IRE
(“Iron Responsive Element”). Cette séquence d’ARN, capable d’adopter une structure en tige-boucle
spécifique, est commune a plusieurs protéines impliquées dans le métabolisme du fer (Cairo and
Pietrangelo, 2000), et permet la fixation de protéines de la famille des aconitases, les protéines IRP
(“Iron Regulatory Protein”). La fixation de la protéine IRP a un impact différent en fonction de la local-
isation de la séquence IRE : si celle-ci est localisée dans le 5’UTR (“Untranslated Transcribed Region”),
la fixation de la protéine IRP est responsable d’une répression de la traduction (Muckenthaler et al.,
1998), alors que si les séquences IRE sont situées dans le 3’UTR, les protéines IRP ont un rdle dans
la stabilisation de ’ARN messager, comme c’est le cas pour TfR1 (Hentze and Kihn, 1996). Dans le
cadre de laferritine, la présence de cette séquence dans le 5’UTR entraine une régulation positive par
le fer. Lors d’une faible concentration en fer, la protéine IRP est fixée a I'’élément IRE, empéchant la
fixation de la petite sous-unité du ribosome et réprimant donc la traduction. A Uinverse, en cas de
forte concentration en fer intracellulaire, ce dernier séquestre la protéine IRP, laissant libre I’élément
IRE et permettant la fixation du ribosome, la traduction de la ferritine et le stockage du fer (Hentze et
al., 1987; Hentze and Kiihn, 1996) (Figure 6).
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Figure 5: Stockage du fer par ’hépatocyte. Le fer entre dans ’hépatocyte par le récepteur TfR1, a
partir de ’lheme par le récepteur CD91, ou sous forme libre grace au transporteur ZIP14. Le role
principal de ’hépatocyte est de stocker le fer dans la ferritine, hétéropolymére capable de stocker
jusqu’a 4000 atomes de fer.
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Figure 6: Régulation de la traduction des sous-unités lourdes et légéres de la ferritine par le fer.
Lors d’une faible concentration intracellulaire en fer, la protéine IRP se fixe a ’élément IRE de ’TARNm.
Cette fixation bloque l'action de la petite sous-unité du ribosome, réprimant la traduction de la
ferritine. A l'inverse, lors d’une forte concentration en fer, 'IRP est séquestrée, permettant la
traduction de la ferritine pour le stockage du fer. IRE= “Iron responsive element”, IRP=“Iron

responsive protein”.

2. La régulation systémique de ’homéostasie du fer par axe
hepcidine-ferroportine

Comme dit plus haut, le fer, bien qu’essentiel, doit &tre finement régulé afin d’éviter la production
de ROS. Nous avons vu qu’il existe plusieurs voies d’entrée du fer dans la cellule. Pour ce qui est de
son export dans le compartiment sanguin, les cellules partagent une voie commune et unique : la
ferroportine. Elle compose, avec son régulateur principal ’hepcidine, 'axe hepcidine-ferroportine,
garant du maintien d’une concentration sanguine en fer suffisante mais non toxique au niveau de
l'organisme.
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2.1. Laferroportine

’an 2000 a marqué un tournant dans la compréhension de ’lhoméostasie du fer, avec la description
par trois équipes différentes d’un transporteur de fer, la ferroportine (Uniprot Q9NP59), encore ap-
pelée ferroportine-1 (FPN1), SLC40A1 (“Solute Carrier Family 40 member 1”), IREG1 (“Iron-REgulated
Gene 1”) ou MTP1 (“Metal Transporter Protein 1”), permettant de lever le voile sur les mécanismes
d’export du fer par les cellules. Donovan et al. ont cloné le géne codant la ferroportine a partir de ze-
brafish mutants “weissherbst” (Donovan et al., 2000). McKie et al. ont quant a eux utilisé des lignées de
souris hypotransferrinémiques. A partir d’une comparaison de l'expression génique entre des souris
hétérozygotes et homozygotes, ils ont identifié le géne codant la ferroportine, qui se trouvait différen-
tiellement exprimé entre les deux groupes de souris (McKie et al., 2000). Enfin, Abboud et Haile ont
identifié le géne grace a la présence dans la séquence de son ARN messager d’un motif IRE (“Iron Re-
sponsive Element”)(Abboud et al., 2000). Ces mémes équipes ont montré le role de la ferroportine
dans l’export du fer utilisant des isotopes radioactifs de fer dans des oocytes de Xenopus laevis ou la
lignée cellulaire humaine de rein (HEK293T) surexprimant le transporteur (Donovan et al., 2000; McKie
etal., 2000).

Les travaux suivants de Donovan et al. ont mis en évidence 'importance de la ferroportine in vivo
chez des souris transgéniques. Les souris pour lesquelles le géne Fpn était inactivé sur les deux al-
leles (“knockout”, KO) ne survivaient pas au stade embryonnaire, par défaut de transfert de fer de la
mére a lembryon via 'endoderme viscéral extraembryonnaire. Les souris hétérozygotes présentaient
quant a elles un défaut modéré d’homéostasie du fer. Une stratégie de KO conditionnel a montré
que les souris pour lesquelles la ferroportine était inactivée dans tous les tissus excepté le placenta
et ’endoderme viscéral extra-embryonnaire survivaient mais présentaient une anémie associée a un
dépot de fer dans les entérocytes, hépatocytes et macrophages (Donovan et al., 2005). Ces travaux
mettent en évidence I'importance de la ferroportine dans les échanges de fer entre la mere et le foe-
tus, hypothese corroborée par d’autres équipes qui ont mis en évidence la présence de la ferroportine
a la surface basale des cellules du syncytiotrophoblaste (Bradley et al., 2004; Bastin et al., 2006). En
comparant U'expression de la ferroportine dans le placenta de femmes présentant ou non un déficit
en fer, différentes équipes ont montré des effets surprenants. Il a, en effet, été observé une diminu-
tion de l’expression de la ferroportine en cas de déficit en fer, alors que 'import de fer est accru dans
les cellules du syncytiotrophoblaste (Sangkhae et al., 2020; Cao et al., 2021). Ces résultats pourraient
s’expliquer par un besoin de protéger l’intégrité du placenta pour permettre la survie du feetus, entrai-
nant en revanche un risque d’anémie foetale (O’Brien, 2021).

En plus de son réle au niveau systémique, la ferroportine semble tenir une place importante dans
’homéostasie locale du fer, et ce dans divers organes. Par des expériences de KO conditionnel de la
ferroportine dans les cardiomyocytes, Lakhal-Littleton et al. ont montré 'importance du transporteur
dans le maintien de la fonction cardiaque et la survie des souris (Lakhal-Littleton et al., 2015). Le
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cerveau est un autre organe particulierement dépendant du fer. Il est décrit que 'accumulation de fer
joueunroleimportantdans la sénescence cérébrale et les pathologies neurodégénératives telle que la
maladie d’Alzheimer ou de Parkinson, et que la ferroportine jouerait un role dans cette accumulation
(Ward et al., 2014; Raha et al., 2022).

Enfin, la ferroportine a été décrite comme impliquée dans un nouveau mécanisme de mort cellulaire
programmée : la ferroptose. Ce mécanisme, de description récente et qui est classé parmi les morts
cellulaires dites non-apoptotiques, présente des caractéristiques propres (Dixon et al., 2012b). Sa dé-
couverte fait suite a identification de composés induisant une mort cellulaire, dont ’érastine (Dolma
etal.,2003; Dixon et al., 2012b). La ferroptose met en jeu une accumulation de fer intracellulaire et de
ROS, et estimpliquée dans de nombreux processus pathologiques telles que la neurodégénérescence
ou l'inflammation (Tang et al., 2021a). Le fer étant un élément clé dans cette mort cellulaire, le role de
la ferroportine dans ce processus a été évoqué. Dans des cellules de neuroblastome SH-SY5Y, le traite-
ment par érastine entraine une diminution de ’expression de la ferroportine, et un “knockdown” de la
ferroportine accélere la ferroptose (Geng et al., 2018). De la méme maniére, une suppression de la fer-
roportine dans les cellules de Sertoli favorise la ferroptose liée a des lésions d’ischémie-reperfusion,
alors que la surexpression de la ferroportine permet d’inhiber le processus en diminuant le taux de fer
intracellulaire (Li et al., 2018a). Tous ces éléments mettent en lumiére 'importance de la ferroportine
dans ce processus de mort cellulaire.

2.2, Structure de FPN1
2.2.1. Appartenance de la ferroportine a la famille des facilitateurs majeurs

La ferroportine est un transporteur de type SLC (“Solute Carrier”), qui regroupe un grand nombre de
protéines membranaires assurant le transport de divers substrats a travers la membrane plasmique
(Liu, 2019). Elle fait partie de la famille des transporteurs MFS (“Major Facilitator Superfamily”), la
plus large, la plus ancienne et la plus diverse famille de transporteurs actifs secondaires retrouvée de
facon ubiquitaire chez tous les organismes vivants (Pao et al., 1998). Chez ’lhomme, plus de 100 pro-
téines MFS ont été identifiées selon la base HGNC (“HUGO Gene Nomenclature Committee”) (Gray et
al., 2015). Ces protéines ont une fonction de transport, permettant ’export ou 'import de divers nutri-
ments, la clairance de composés toxiques ou encore la signalisation inter-cellulaire (Quistgaard et al.,
2016). L'importance de cette famille de protéines a poussé plusieurs équipes a tenter de mieux carac-
tériser la structure et la fonction de ces transporteurs. Le premier transporteur étudié fut la lactose
perméase bactérienne LacY, provenant de la bactérie Escherichia Coli (E.Coli) qui a servi de modéle au
mécanisme de transport des protéines MFS (Smirnova et al., 2011). Chez ’lhomme, les transporteurs
de glucose (GLUTs) ont été les plus étudiés, probablement du fait de leur réle essentiel dans le main-
tien de ’lhoméostasie du glucose et leur implication dans le diabéte de type 2 (Augustin, 2010).
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Les transporteurs MFS peuvent étre divisés en trois catégories, en fonction de leur mécanisme de
transport (Forrest et al., 2011; Quistgaard et al., 2016) :

« les uniporteurs, qui ne transportent qu’un substrat,
« les symporteurs qui transportent un substrat couplé a union, en général un proton,
« et les antiporteurs, qui transportent un substrat et un co-substrat en direction opposée.

Dans tous les cas, les protéines MFS partagent une structure commune, constituée de 12 hélices trans-
membranaires (TM1 a TM12), organisées en deux lobes symétriques : un lobe N-terminal (TM1 a TM6)
et un lobe C-terminal (TM7 a TM12) (Hirai et al., 2002), connectés par une large boucle intracellulaire.
De facon plus précise, chaque lobe peut étre lui-méme divisé en deux répétitions inversées de trois
hélices, nommées respectivement A (TM1, TM4, TM7 et TM10), B (TM2, TM5, TM8 et TM11) et C (TM3,
TM6, TM9, TM12) (Radestock and Forrest, 2011) (Figure 7). La description des premieres structures
cristallisées du transporteur LacY et de I'antiporteur bactérien GlpT ont confirmé cette organisation,
proposant un site de fixation du substrat a 'interface des deux lobes, dans une cavité centrale (Abram-
son et al., 2003; Huang et al., 2003).
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Figure 7: Représentation schématique de la topologie des protéines de la famille MFS (d’aprés
Drew et al., 2021). A Les deux lobes N (en bleu) et C (en orange) terminaux sont connectés par une
large boucle intracellulaire entre les hélices 6 et 7. Chaque lobe est constitué de deux répétitions
inversées de trois hélices (A, B et C). B Vue du dessus montrant 'orientation des hélices au sein de
chaque lobe. Les hélices A de chaque répétition (TM1, TM4, TM7 et TM10) forment la cavité centrale,
subissant les changements locaux afin de fixer et libérer le substrat (cercle jaune).

Le premier modéle de transport de substrats au travers des protéines MFS a été proposé en 1966 par
Jardesky (Jardetzky, 1966). Ce modele, dit d’“alternative access”, suppose que le transport du sub-
strat implique une modification de la structure tridimensionnelle du transporteur, créant alternative-
ment un accés a la face intracellulaire et au milieu extracellulaire. Ainsi, lors de la fixation du substrat
d’un c6té de la membrane plasmique, la protéine MFS subit des changements conformationnels per-
mettant le relargage du substrats de l'autre c6té de la membrane. Le transporteur existe sous deux
conformations extrémes: ouverte vers l'intérieur de la cellule (“inward-facing”) ou vers extérieur
(“outward-facing”). Plusieurs travaux sont venus étayer cette hypothése.
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D’une part des travaux de cristallographie ont montré l’existence de ces deux conformations pour cer-
taines protéines MFS, comme les transporteurs bactériens LacY, XylE ou encore I’lhomologue bactérien
de FPN1 BbFPN (Quistgaard et al., 2013; Kumar et al., 2015; Taniguchi et al., 2015) et GLUT5 chez les
mammiféres (Nomuraetal.,2015). D’autre part, des expériences de smFRET (“single-molecule Forster
resonance energy transfer”) ont montré les changements conformationnels entre les deux lobes du
transporteur LacY déclenchés par la liaison au substrat (Majumdar et al., 2007).

Puisque le transporteur existe sous deux conformations extrémes, comment passe-t-il de 'une a
Pautre? Un premier modele a été proposé par Huang et al. en 2003, le modele “rocker-switch”. Selon
cette hypotheése une rotation entre les deux lobes N et C autour d’un axe de rotation passant par
le site de liaison central au substrat serait a l'origine du basculement entre les deux conformations
(Huang et al., 2003), qui sont maintenues a l’'aides de liaisons de type ponts salins (Huang et al., 2003;
Law et al., 2008).

La description de structures de certaines protéines MFS dans un état intermédiaire, nommé “oc-
cluded”, remet en question ’hypothése d’un simple modeéle “rocker-switch” de basculement d’un
état extréme a l'autre (Quistgaard et al., 2016). Ainsi, un autre modéle a été proposé, celui du
“clamp-and-switch” (Quistgaard et al., 2016), ou, lors du passage d’un état extréme a un autre,
la protéine passerait par des états intermédiaires, “inward-facing occluded” ou “outward-facing
occluded”. Dans I’état “inward-facing occluded”, par exemple, la plupart des hélices gardent la méme
conformation, mais il existe une occlusion du site de fixation par Uinteraction entre les extrémités
cytoplasmiques de plusieurs hélices, notamment TM4 et TM10. Il en est de méme avec les extrémités
extracellulaires des hélices TM1 et TM7 dans I’état “outward-facing occluded”. Cette premiere étape
de “clamping” précederait le passage vers 'autre conformation extréme (Figure 8).
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Figure 8: Représentation des modéles d’accés alternatifs proposés pour les protéines MFS
(d’aprés Quistgaard et al. 2016). A Modéle du “rocker-switch”, avec basculement des hélices pour
passer d’une conformation “outward-facing” (a gauche) a “inward-facing” (a droite). B Modeéle du
“clamp-and-switch”, ou les étapes de “switching” sont précédées par un “clamping” a extrémité

intra ou extracellulaire.

Pour expliquer ce modeéle, il faut également comprendre comment ces structures peuvent passer et
&tre maintenues dans une ou l'autre des conformations, et cela met en lumiére certains résidus es-
sentiels, dits “gating residues”. Ces résidus ont pour role de médier et stabiliser les interactions entre
les lobes N et C-terminaux du transporteur, en enchainant des cycles de formation/séparation de li-
aisons non covalentes (ponts salins, liaisons hydrogene ou interactions hydrophobes) (Solcan et al.,
2012). Parmi ces résidus, un motif est extrémement conservé entre toutes les protéines MFS. Ce motif
appelé motif A contient la séquence consensus suivante : Gxxx(D/E)(R/K)xG(R/K)(R/K) et est situé en-
tre les hélices transmembranaires 2 et 3 du lobe N-terminal et/ou les hélices 8 et 9 du lobe C-terminal
(Griffith et al., 1992; Jessen-Marshall et al., 1995). Les acides aminés de ce motif participeraient notam-
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ment, comme montré sur le modeéle bactérien YajR, a la stabilisation de la protéine dans une confor-
mation ainsi qu’un relais de charges provoqué par la liaison du substrat déclenchant les changements
conformationnels (Jiang et al., 2013).

La ferroportine fait partie de cette grande famille de protéines MFS, et la détermination de sa structure
et de son mécanisme de fonctionnement occupe les chercheurs depuis pres de 20 ans.

2.2.2. La structure tridimensionnelle de FPN1 pour expliquer le mécanisme de transport du
fer.

La détermination de la structure d’une protéine est d’importance majeure pour la compréhension de
sa fonction. La particularité des protéines MFS est leur localisation transmembranaire, rendant leur
cristallographie difficile (Birch et al., 2018). Plusieurs équipes ont tenté d’abord de prédire, puis de
déterminer la structure de FPN1.

Au début des années 2000, les équipes ayant décrit FPN1 ont tenté de prédire sa structure a partir
d’algorithmes (Donovan et al., 2000; McKie et al., 2000; Devalia et al., 2002), avec des résultats diver-
gents. C’est en 2005 que le premier modele topologique, basé sur des analyses in silico et une ap-
proche expérimentale, permet de décrire une structure secondaire des hélices ainsi que la position
intracellulaire des extrémités N et C terminales (Liu et al., 2005b).

L’hypothése de l'appartenance de FPN1 a la famille des MFS a été soulevée pour la premiére fois par
’équipe de Wallace en 2010. A partir du modeéle topologique décrit par Liu et al., ils ont modélisé
le repliement physique des hélices et comparé cette structure a celles déja disponibles sur la “pro-
tein data bank” (PDB). Une analyse visuelle de cette base de données a révélé une conformité entre
la modélisation de FPN1 et la structure de six protéines appartenant a la famille MFS. Parmi les six
protéines, la structure du transporteur de glycerol-3-phosphate de la bactérie E.Coli a été sélectionné
pour produire un premier modele 3D de FPN1 (Wallace et al., 2010).

Si FPN1 appartient a la famille des MFS, elle doit donc exister sous différentes conformations
(“outward-facing”, “inward-facing” et “occluded”) alternatives afin de prendre en charge et exporter
son substrat. En 2013, ’équipe dans laquelle j’ai réalisé ma these, en collaboration avec le Docteur
Isabelle Callebaut, a décrit un second modeéle tridimensionnel. Dans un premier temps, grace
au logiciel Phyre (“Protein Homology/analogY Recognition Engine”), une recherche d’homologie
entre FPN1 et d’autres protéines a permis de mettre en lumiere un alignement significatif avec trois
protéines MFS issues d’E.Coli : EmrD (« Multidrug resistance protein D »), GlpT (« Glycerol-3-phosphate
transporter »), déja décrit, et LacY (« LacY-like proton/sugar symporter »). Malgré une faible identité
de séquence (inférieure a 15% pour les trois protéines), ces protéines partagent une structure
tridimensionnelle similaire, bien que dans différentes conformations (“inward-facing” pour GlpT et
LacY, “occluded” pour EmrD). L'alignement entre FPN1 et EmrD a ensuite été optimisé en utilisant la
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méthode “hydrophobic cluster analysis” (Callebaut et al., 1997) permettant de proposer le modéle
“occluded” représenté en figure 9 (Le Gac et al., 2013).

A Extracellular L iy B ¥
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Figure 9: Modéle de la structure 3D de FPN1 dans une conformation “occluded” selon Le Gac et
al. 2013. A. Vue latérale et B. vue extracellulaire du modele construit par homologie a partir de la
structure expérimentale du transporteur bactérien EmrD

Une proposition de modéles dans les deux autres conformations, a savoir “outward” et “inward-
facing”, a été faite 'année suivante par une équipe italienne. En utilisant le logiciel I-TASSER («
Iterative threading assembly refinement »), ils ont construit ces modeéles a partir des structures
expérimentales de GIpT et LacY (pour la conformation “inward-facing”) et de FucP (« L-fucose proton
symporter » pour la conformation “outward-facing”), tous trois issues d’E.Coli (Bonaccorsi di Patti et
al., 2014). Ainsi il était possible d’apprécier la dynamique structurale de FPN1 lors de son cycle de
transport du fer.

C’est a partir de la cristallisation d’'un homologue bactérien de la ferroportine qu’en 2015 I’équipe de
Taniguchi a ouvert un nouveau champ dans la compréhension de la structure et de la fonction de
FPN1. Cet homologue, issu de la bactérie Bdellovibrio bacteriovorus et nommé BbFPN, posséde une
identité de séquence de 24% et une similarité de 40% avec la ferroportine humaine (Taniguchi et al.,
2015). La cristallisation de la protéine dans les conformations “outward” et “inward-facing” a permis
de préciser une nouvelle fois 'appartenance a la famille des MFS, avec une particularité cependant :
la présence au niveau ’hélice transmembranaire 7 (TM7) d’une petite région non organisée en hélice
(“unwound region”), la séparant en deux hélices distinctes : TM7a et TM7b, qui, nous le verrons par la
suite, a une importance fonctionnelle.
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Une fois que 'appartenance de FPN1 a la famille MFS a été consolidée par ces différentes équipes,
plusieurs questions persistaient :

Ou se fixe le substrat?

A quel type de transporteur MFS appartient FPN1?

Comment sont orchestrés les changements de conformation et le maintien de la protéine dans
l'une ou l'autre de ces conformations?

Ou se fixe ’hepcidine?

Tout d’abord, et pour éviter toute confusion, il estimportant de préciser que FPN1 est un transporteur
de cations divalents, et pas uniquement de fer, bien que Uaffinité pour le fer soit plus importante que
pour d’autres cations, tel le cobalt (Co?*), le nickel (Ni**) ou le manganése (Mn**) (Madejczyk and Bal-
latori, 2012; Mitchell et al., 2014; Taniguchi et al., 2015). Ces propriétés expliquent pourquoi certains
auteurs ont utilisé d’autres métaux que le fer pour les modélisations.

Les travaux de Bonaccorsi et al. ont pour la premiere fois permis de proposer de possibles sites de
fixation du fer au sein de FPN1, en plagcant notamment un site extracellulaire et un site membranaire
(Bonaccorsi di Patti et al., 2014) (Figure 10). Ces sites de liaison potentiels ont été proposés sur la
base de régions contenant des résidus connus pour étre impliqués dans la liaison et le transport du
fer d’autres protéines et sur la base de mutations du gene SLC40A1, codant FPN1, retrouvées chez des
patients présentant une surcharge en fer. Des analyses in vitro sur des cellules HEK293T ont permis de
valider certains résidus critiques, notamment Asp39 et Asp181, bien que le résidu Asp181 ne soit plus
aujourd’hui considéré comme impliqué dans un site de fixation du cation divalent (voir plus loin).
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Figure 10: modéle 3D de FPN1 selon Bonaccorsi et al. 2014. Les lignes rouges représentent la
membrane plasmique. A. Représentation en conformation “inward-facing”, avec les sites potentiels
de fixation du fer extracellulaire (fleche verte) et intramembranaire (fleche jaune) B. Conformation
“outward-facing”

Les travaux de Taniguchi et al. ont permis de préciser le premier site de liaison du fer, situé dans le
lobe N-terminal. En cristallisant BbFPN en présence de Fe** et en mesurant l'activité de transport et
Uaffinité de liaison du fer et du cobalt, ils ont mis en avant 'importance des résidus bactériens Asp24
et Asn196, correspondant respectivement aux résidus Asp39 et Asn212 chez ’lhomme (Taniguchi et
al., 2015).

En 2018, les travaux de Deshpande et al. ajoutent un nouvel acteur dans la fonction d’export du fer
de FPN1, le calcium (Ca®*) (Figure 11). Apres avoir montré que l'ajout de Ca* dans le milieu extra-
cellulaire favorisait I'export du fer par BbFPN, ils ont cristallisé ’lhomologue bactérien en présence
de CaCl2 (PDB 4BTX). Cette structure a mis en évidence la présence d’un site de fixation du calcium,
situé dans le lobe N-terminal, impliquant les résidus Asp24, GIn84, Asn196 et Glu203, résidus con-
servés chez ’lhomme (respectivement Asp39, GIn99, Asn212 et Glu219). Des expériences de titration
calorimétrique et d’export du fer ont confirmé le réle de ces résidus dans la fixation du calcium, résidus
qui recouvrent en partie, mais pas totalement, le site de liaison du fer proposé par Taniguchi trois ans
plus tot (Taniguchi et al., 2015; Deshpande et al., 2018).

Puisque le calcium semble occuper en conformation “outward-facing” le lobe N-terminal, Deshpande
et al. se sont intéressés a un autre site pour la liaison du fer, cette fois sur le lobe C-terminal. Ils se sont
intéressés a ’hélice TM7, qui présente un segment “unwound”, déja décrit par Taniguchi (Taniguchi
et al., 2015). Ce segment formerait une large poche dans une région décrite comme liaison du sub-
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strat dans d’autres protéines MFS (Forrest et al., 2011). Ils ont mis en évidence 'importance du résidu
His261 dans la coordination du cation bivalent Ni**, partie du complexe Ni-EDTA provenant du proto-
cole de purification protéique. Ce résidu a pour orthologue l'acide aspartique en position 325 chez
’homme, et la substitution de ce résidu en alanine et histidine affecte de facon claire la capacité de
BbFPN a exporter le fer, alors que la substitution en asparagine n’a qu’un effet modeste. L’équipe
danslaquelle j’ai réalisé cette thése a récemment exploré 'importance de cette hélice TM7 et du résidu
Asp325, a travers une analyse structurale comparative et des analyses fonctionnelles. Elle a ainsi sug-
géré que ce résidu aurait une importance pour la fixation du fer mais également dans la stabilité de la
protéine a la surface cellulaire, par la formation d’un pont salin avec 'asparagine en position 40 (TM1),
située dans le lobe N-terminal, en conformation “inward-facing” (Deshpande et al., 2018; Le Tertre et
al., 2021a) (Figure 11).
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Figure 11: Modéle du mécanisme d’export du fer de la ferroportine, sur la base des premiers
éléments proposés par Deshpande et al. en 2018.. A Schématisation de la fixation du calcium au
niveau du lobe N-terminal de FPN1 en conformation “outward-facing”, puis (B) basculement en
conformation “inward-facing” pour la fixation du fer, avant (C) un nouveau basculement en position
“outward-facing” pour libération du fer, avec un maintien de la fixation du calcium. (D) Prédiction de
la modélisation tridimensionnelle de la ferroportine en conformation “inward-facing”, a partir de la
superposition de la structure tridimensionnelle de la ferroportine de tarsier décrite par Pan et

al. 2020, en conformation “outward-facing” (PDB 6VYH) et la conformation “inward-facing” de
BbFPN (PDB 5AYO). Cette représentation, tirée de Le Tertre et al. 2021, montre la liaison non
covalente entre le résidu Asp325, situé dans le lobe C-terminal, et le résidu Arg40, situé dans le lobe

N-terminal.
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En 2020, ’équipe de Billesb@lle a décrit pour la premiére fois une structure de la ferroportine humaine
par cryo-microscopie électronique (“cryo-EM”) (Billesballe et al., 2020). A partir d’un “screening” de
fragments de liaison a l'antigéne (“fragment antigen-binding” Fab) connus pour fixer FPN1, ils ont
pu guider I'imagerie par microscopie électronique de la ferroportine intégrée dans des nanodisques
lipidiques. Un nouveau modeéle tridimensionnel est ainsi proposé, représentant les hélices transmem-
branaires et une partie de la boucle intracellulaire 3, dans plusieurs conditions : sans et avec métal
(ici Co**), sans ou avec hepcidine, en conformation “outward-facing”. Ces travaux permettent de re-
grouper les propositions de Taniguchi et al. et de Deshpande et al., proposant deux sites de fixation
du fer, un sur le lobe N-terminal et un autre sur le lobe C-terminal. Du cdté C-terminal, le Co?* intera-
girait directement avec les résidus Cys326 et His507, des hélices TM7b et TM11 respectivement, ainsi
qu’avec le résidu Asp325 et Thr320 mais de fagon indirecte, médiée par une molécule d’eau. Du c6té
N-terminal, ils ont mis en évidence une coordination directe du Co** avec les résidus Asp39 et His43.
Ces résultats viennent en partie contredire les conclusions de Deshpande et al., qui attribuaient le
role de l’acide aspartique en position 39 a la coordination du calcium, et non du fer. Ils ont cepen-
dant confirmé que l'ajout de calcium favorisait la fonction d’export de la ferroportine, suggérant que
dans le lobe N-terminal, le fer et le calcium puissent coexister. Leurs résultats les ont poussés a se
poser la question de 'importance relative de ces deux sites de fixation pour l’export du fer. Les ex-
périences déja décrites de mutagénése des résidus Cys326 et His507 ont montré que la substitution
de ces résidus n’entrainait pas de défaut d’export du fer (Drakesmith et al., 2005; Mayr et al., 2011),
contrairement a la substitution du résidu Asp39. Ils ont ainsi proposé que le site situé en N-terminal
était le site primaire de liaison du fer, et le site en C-terminal serait un site régulateur du fer (Figure
12).
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Figure 12: Structure 3D de FPN1 d’aprés Billesb@lle et al., 2020 (PDB 6WBV), avec les deux sites
de liaison au fer. Le lobe N-terminal est représenté en bleu et le lobe C-terminal en beige. Les deux

sites de fixation sont représentés par les fleches rouges et vertes, pour le site principal et régulateur,
respectivement. Visualisation réalisée par le logiciel Chimera (UCSF Chimera).

L’hypothése de Deshpande et al. concernant le réle du calcium comme un cofacteur pour la fonction
d’export du fer de FPN1 nous améne a nous poser la question du type de transporteur MFS (unipor-
teur, symporteur, antiporteur) auquel appartient la ferroportine. En 2020, Pan et al. ont décrit un
modele structural de la ferroportine chez le primate tarsier des Philippines, résolu par “cryoEM” dans
des nanodisques (Pan et al., 2020). Cette structure, en conformation “outward-facing”, superpose
avec la structure humaine (Le Tertre et al., 2021a). Leurs résultats confirment la présence de deux
sites de fixation, avec les mémes résidus impliqués dans les hélices TM6 (Cys326) et TM11 (His508, qui
correspond a la His507 humaine) pour le site du lobe C-terminal, et ’hélice TM1 (Asp39 et His43) pour
le lobe N-terminal, avec également un réle plus important du site situé en C-terminal.

En analysant la dépendance de la fonction de la ferroportine aux variations de pH a partir de tests de
“quenching” de la calcéine dans des liposomes dans laquelle est insérée la ferroportine, Pan et al. ont
remarqué que la fixation du substrat était abolie a un pH de 6, et augmentait graduellement en méme
temps que le pH. Cette observation avait déja été faite par Taniguchi sur BbFPN (Taniguchi et al., 2015)
et par Billesb@lle sur la ferroportine humaine (Billesballe et al., 2020). Par d’autres expériences per-
mettant de suivre les variations de concentration enions H*, ils ont conclu que la ferroportine agissait
en antiporteur, faisant circuler un ion Co®* (et par extension le Fe**) et deux ions H* en direction op-
posée, sans variation électrique. Ils suggérent également que les sites de fixation des ions H* sont
les mémes que ceux du Fe**. Cette hypothése permettrait d’expliquer comment la ferroportine ex-
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porte les ions Fe**, chargés positivement, a l'inverse du gradient électrochimique de la membrane
plasmique (chargée négativement en intracellulaire et positivement en extracellulaire).

Pourtant, toujours en 2020, une autre équipe a réalisé le méme type d’expériences a partir de ferro-
portine humaine au sein de liposomes, et est arrivée a la proposition inverse, que FPN1 transporte le
fer et les ions H* dans le méme sens, et serait donc un symporteur (Li et al., 2020). Les raisons de ces
résultats contradictoires ne sont pas connues et méritent des investigations supplémentaires.

Nous avons donc vu jusqu’ici que FPN1:

« appartient a lafamille des MFS, passant d’une conformation “outward-facing” a “inward-facing”
pour exporter le fer

« le caractere symporteur ou antiporteur de FPN1 n’est pas clairement élucidé, mais que le gradi-
ent de protons joue un réle dans la biologie de la protéine

« qu’il existe deux sites de fixation du fer et un site de fixation d’un cofacteur, le calcium.

Il me reste a évoquer un point important de la biologie du transporteur de fer : la dynamique de
changements conformationnels et la stabilisation de la protéine dans ses différentes conformations.
Comme explicité précédemment pour les protéines MFS, le maintien de ces conformations est permis
par des réseaux de résidus, les “gating residues”, réalisant des liaisons non covalentes entre eux.
Taniguchi et al. ont posé cette question deés leur description du modéle BbFPN. Plusieurs résidus ont
ainsi été pointés pour participer a la formation des “gates” intra et extracellulaires. A partir de tous
ces résultats ils ont pu proposer un mécanisme de transport du fer par BbFPN, ou la protéine passe
successivement d’une conformation “inward-facing” prenant en charge le fer cytoplasmique, stabil-
isée par la “gate” extracellulaire, a une conformation “outward-facing” libérant le fer et stabilisée par
la “gate” intracellulaire, en passant par un état intermédiaire (Figure 13).

Surcharges en fer liées a SLC40A1: caractérisation fonctionnelle, structurale et régulation a distance

47



“Inward-facing” “Occluded” “Outward-facing”

o: M2+

Figure 13: Proposition de modéle de transport de fer de BbFPN par Taniguchi, 2015. Le fer (ici le
métal M?*) se fixe dans le lobe N-terminal de BbFPN en conformation “inward-facing” (a gauche),
stabilisée par la “gate” extracellulaire (ligne bleue), pour étre libéré dans le milieu extracellulaire
lorsque BbFPN est en conformation “outward-facing” (a droite) stabilisée par la “gate” intracellulaire
(ligne orange). Le passage d’une conformation a l'autre se fait par la distorsion d’hélices, notamment
TM3, TM6, TM9, TM11 et TM12 (en rouge).

A partir des deux structures de BbFPN, le Docteur Isabelle Callebaut, grace a un alignement de
BbFPN et de la ferroportine humaine, a construit les modeéles tridimensionnels de FPN1 dans les
deux conformations. En combinant des analyses structurales et fonctionnelles, le Docteur Isabelle
Callebaut et le groupe du Pr Le Gac se sont intéressés a la “gate” intracellulaire. A partir d’une
variation (p.Argl78Gln) retrouvée chez plusieurs patients présentant une surcharge en fer, des
analyses fonctionnelles d’export du fer dans des cellules HEK293T ont montré que cette substitution
affectait Uexport du fer sans affecter la présence en membrane de la protéine (Ka et al., 2018). Des
analyses structurales ont montré 'importance de ce résidu dans un réseau de liaisons non covalentes
pouvant constituer la “gate” intracellulaire. Les travaux qui ont suivi, auxquels j’ai pris part durant
ma theése, ont mis en évidence sept résidus impliqués dans cette “gate”, et des études de dynamique
moléculaire ont mis en avant des interactions inter et intra-lobes d’importance cruciale pour la
dynamique de la ferroportine dans l'export du fer (Guellec et al., 2019) (Figure 14), hypotheses
corroborées par les travaux de Billesb@lle et al. sur la structure humaine de FPN1 (Billesballe et al.,
2020). A limage de la variation p.Argl78Gln, nous avons montré que cette “gate” intracellulaire
était le siége de pres de la moitié des mutations entrainant une perte de fonction retrouvées chez
des patients présentant une surcharge en fer, décrivant ainsi un mécanisme physiopathologique de
perte de fonction inédit dans les surcharges en fer liées a la ferroportine.
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Figure 14: Modélisation de la “gate” intracellulaire de la ferroportine humaine, a partir du
modéle proposé par le Docteur Isabelle Callebaut, avant (A) et aprés (B) 100 ns de dynamique
moléculaire (Guellec et al, 2019).

Une connaissance précise de la structure de FPN1 est indispensable a la compréhension de sa fonc-
tion, et a ce stade il reste encore un certain nombre d’inconnues, tant sur l'interaction de FPN1 avec
son substrat, avec son régulateur ’hepcidine, avec la céruloplasmine et I’héphaestine qui oxydent le
fer exporté en Fe®**, ou encore avec son environnement au sein de la bicouche lipidique. Des travaux
ont mis en évidence la présence de la ferroportine au sein de radeaux lipidiques (Auriac et al., 2010),
mais les interactions entre la ferroportine et les différents lipides composant la membrane sont incon-
nues. Mieux comprendre ces interactions permettrait de mieux appréhender la dynamique de FPN1
dans Uexport du fer et sa régulation.

2.3. Régulation de expression de FPN1
2.3.1. Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle par le fer

De parson role primordial dans la régulation systémique du fer, la ferroportine est soumise a une régu-
lation fine, a la fois au niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel et post-traductionnel. Encore
une fois, nous allons voir que cette régulation est différente entre les types cellulaires, notamment
entre les macrophages et les entérocytes.
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Il a été décrit chez la souris que le promoteur de Slc40al posséde, 7007 pb en amont du point
d’initiation de la transcription, une séquence ARE/MARE (“Antioxydant Response Element”/“Maf
Recognition Element”). Cet élément est responsable de la régulation par ’lheme de 'expression de
la ferroportine, en fixant soit le répresseur transcriptionnel Bachl (“BTB domain and CNC homolog
1”) soit l'activateur transcriptionnel Nrf2 (“Nuclear factor erythroid 2-related factor 2”). Dans les
macrophages, la présence accrue d’héme lors de lérythrophagocytose entraine la libération de
Bachl de la séquence ARE ainsi que dégradation de l'enzyme Keapl (“Kelch-like ECH-associated
protein 1”), permettant 'accumulation de Nrf2 au niveau de la séquence ARE et ainsi la transcription
du gene Slc40al (Marro et al., 2010).

Chez ’homme, VARN messager de SLC40A1 possede une séquence permettant une régulation post
transcriptionnelle médiée par le fer lui-méme. La présence d’une séquence IRE dans le 5’UTR du gene
SLC40A1 avait déja été mise en évidence par Abboud et Haile lors de la premiére description du gene
(Abboud et al., 2000), mais les premieéres preuves fonctionnelles du réle de la séquence IRE dans la
régulation de la ferroportine nous viennent de Lymboussaki et al. (Lymboussaki et al., 2003). A partir
de lignées macrophagiques, ils ont mis en évidence qu’en cas de déficit en fer, les IRP se lient aux
séquences IRE, entrainant une diminution de la traduction de la ferroportine. A Uinverse, un taux
élevé en fer entraine un changement dans la conformation de la protéine IRP1, lempéchant de se
fixer a U'IRE, et permettant une augmentation de la traduction de FPN1. Il en est de méme pour la
protéine IRP2 qui sera quant a elle dégradée par le protéasome (Anderson et al., 2012) (Figure 15).

2.3.2. Régulation liée a ’inflammation

Le macrophage, en dehors de son role dans la clairance des globules rouges, est un élément clé de
inflammation et la réponse a un agent pathogene (Navegantes et al., 2017). De fagon plus précise,
on distingue classiquement deux types de macrophages, issus de deux phénomenes de polarisation
: les macrophages de type M1, dits proinflammatoires, dont la polarisation est favorisée par les cy-
tokines de type interferon-y ou TNF (“tumor necrosis factor”) et les macrophages de type M2, qui ont
un réle de modulation de 'inflammation. En cas d’infection par un agent pathogene, le macrophage
de type M1 permet, en ayant la capacité de séquestrer le fer, de diminuer la quantité de fer circulante,
et ainsi limiter la croissance du pathogéne (Gammella et al., 2014; Willemetz et al., 2017). Les mé-
canismes a lorigine de la répression de la ferroportine en réponse a 'inflammation sont mal connus,
mais mettent en jeu diverses cytokines tels les lipopolysaccharides (LPS) Liu et al. (2005a), ou FSL-1
(“Fibroblast-Stimulating Lipopeptide-1”) via le récepteur TLR6 (“Toll-Like Receptor 6”) (Guida et al.,
2015). A linverse, il a été montré chez la souris que Nrf2, en activant la transcription de Fpn1, perme-
ttait de contrebalancer Ueffet des LPS et ainsi jouer un role anti-inflammatoire (Harada et al., 2011).
Des travaux plus récents de Jonczy et al. ont montré que la charge en cuivre (CuCl2) des macrophages
permettait une induction de l'expression de Fpn1l, en utilisant une voie indépendante de I'IRE, mais
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dépendante de Nrf2 (JoAczy et al., 2021).

Figure 15: Régulation transcriptionnelle et traductionnelle de la ferroportine dans les
macrophages. L’heme et 'inflammation activent la transcription du gene SLC40A1 par le facteur
Nrf2. La présence de fer dans le cytoplasme active la traduction de FPN1 en libérant les protéines
IRP de I’élément IRE présent sur TARN messager du géne SLC40A1.

2.3.3. Particularité de la régulation dans les entérocytes et les érythrocytes

La régulation de l'expression de la ferroportine dans les entérocytes est distincte de celle des
macrophages, de par leur rle différent dans la régulation du fer. Dans les entérocytes, la production
de ferroportine est fortement régulée par le fer et ’hypoxie, le but étant de favoriser 'absorption du
fer alimentaire en cas de déficit en fer. Ce processus passe par l’action de facteurs de transcription HIF
(“Hypoxia-Inducible Factors”). Plus précisément, ’hétérodimére HIF est constitué d’une sous-unité
régulatrice o (HIF-1, 2 ou 3) et 3. La sous-unité a est, en présence d’oxygene, hydroxylée par la famille
des prolylhydroxylases (PHD) et ainsi dégradée par la voie ubiquitine-protéasome via l'interaction
avec un suppresseur de tumeurs, Von Hippel-Lindau (VHL) (Semenza, 2012). En cas d’hypoxie le
facteur de transcription HIF est protégé de cette dégradation. De la méme maniére, les enzymes PHD
sont sensibles au fer et un déficit en fer permet une stabilisation de la sous-unité a. Les travaux de
Shah et al. ont montré I'importance des facteurs HIF, plus précisément le facteur HIF2a dans Uimport
du fer via une activation de DCYTB et DMT1 (Mastrogiannaki et al., 2009; Shah et al., 2009). Pour
ce qui concerne la ferroportine, on retrouve dans la séquence promotrice des éléments HRE (“HIF
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Response Element”), cibles de HIF2a. Des analyses d’immunoprécipitation de la chromatine ont
confirmé l'interaction entre ce facteur et la région promotrice de Slc40al, et la suppression de Hif2«
au niveau intestinal chez la souris abolit I'activation de la transcription de la ferroportine médiée par
un déficit en fer (Mastrogiannaki et al., 2009; Taylor et al., 2011).

Qu’en est-il du réle des protéines IRP dans les entérocytes? On a vu que dans les macrophages, un
déficit en fer a pour conséquence une limitation de la traduction de la ferroportine par la fixation de
protéines IRP. La présence d’une séquence IRE dans le 5’UTR de HIF2« (Sanchez et al., 2007) évoque
la possibilité d’une régulation de ce facteur de transcription par les protéines IRP. Bien que cette régu-
lation ait été montrée (Anderson et al., 2013), elle serait antagoniste de la régulation par les PHD, et
pourrait venir atténuer l'effet de ’hypoxie sur la transcription et la traduction de la ferroportine (Re-
nassia and Peyssonnaux, 2019). Pour ce qui est de la régulation par les protéines IRP de la traduction
de la ferroportine, c’est en 2009 que 'équipe de Zhang a mis en évidence la présence d’un transcrit
alternatif de la ferroportine, FPN1B, a hauteur de 20%. Ce transcrit a la particularité de ne pas présen-
ter la séquence IRE et donc ne pas étre régulé par les protéines IRP, permettant le maintien d’un cer-
tain niveau d’expression de ferroportine quelle que soit la quantité de fer intracellulaire (Zhang et al.,
2009).

Un autre type cellulaire est connu pour exprimer ce transcrit alternatif, il s’agit des érythroblastes
dans la moelle osseuse. La proportion de ce transcrit est d’ailleurs majoritaire aux premiers stades de
érythropoiése et tend a diminuer lors de la différenciation (Cianetti et al., 2005; Zhang et al., 2009). Il
permettrait aux précurseurs d’échapper a la régulation par les IRP et ainsi exporter du fer aux cellules
environnantes durant I’étape de prolifération cellulaire, tout en permettant d’éviter la toxicité du fer
libre dans la cellule. Puis, lorsque la cellule commence a produire ’hémoglobine, le transcrit FPN1A,
sensible a la régulation par les IRP, reprend le dessus afin d’équilibrer le pool de fer, constituant I’héme
(Zhang et al., 2018a).

2.3.4. Régulation de ’expression de FPN1 par des micro-ARNs

Un autre mode de régulation de I'expression de FPN1 a été décrit, cette fois-ci lié a des micro-ARN.
Les travaux de Sangokoya et al. ont montré le rle du miR-485-3p dans la régulation de I’expression
de ferroportine en ciblant une séquence dans le 3’UTR du gene. Ce micro-ARN étant sensible a la con-
centration en fer, il permet une régulation supplémentaire de la ferroportine en réponse au taux de fer
(Sangokoya et al., 2013). D’autres micro-ARNs ont été décrits comme pouvant influencer Uexpression
de FPN1 dans d’autres types cellulaires et notamment les cellules cancéreuses, agissant ainsi sur les
réserves en fer permettant la prolifération cellulaire (Babu and Muckenthaler, 2016; Jiang et al., 2019;
Wu et al., 2020). De fagon contradictoire, le miRNA-302a-3p a récemment été décrit comme entrai-
nant la mort cellulaire dans le cancer pulmonaire non a petites cellules, en inhibant FPN1, induisant
la ferroptose (Wei et al., 2021).
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Le tableau suivant permet de résumer les principaux mécanismes régulant 'expression de la ferropor-

tine, selon le type cellulaire (Tableau 1).

Mécanisme

IRE-IRP

Héme, via BACH
et Nrf2

miR-485-3p

Inflammation et
TLR

Inflammation et
Nrf2

HIF2alpha

miR-20a,
miR-20b,
miR-194-5p,
miR-302a-3p

Référence

Lymboussaki et
al. 2003

Marro et al. 2010

Sangokoya et
al. 2013

Liu et al. 2005,
Guida et al. 2015

Harada et al. 2011

Mastrogiannaki
et al. 2009

Babu et al. 2016,
Jiang et al. 2019,
Wu et al. 2020,
Wei et al. 2021

Mode

post-
transcriptionnel

transcriptionnel

post-
transcriptionnel

transcriptionnel

transcriptionnel

transcriptionnel

post-
transcriptionnel

Type cellulaire

macrophage

macrophage

multiples

macrophage

macrophage

entérocyte

entérocyte,

poumon, ovaire

Effet sur FPN1

augmentation du
Fe intracellulaire
= augmentation
de FPN1

augmentation de
’héme
intracellulaire =
augmentation de
FPN1

diminution du Fe
intracellulaire =
diminution de
FPN1

inflammation =
diminution de
FPN1

effet anti-
inflammatoire =
augmentation de
FPN1

diminution du Fe
intracellulaire =
augmentation de
FPN1

augmentation du
miRNA =
diminution de
FPN1

Tableau 1: Mécanismes de régulation de la ferroportine (FPN1), indépendants de ’hepcidine (inspiré
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de Nemeth et Ganz, 2021).

2.4. Le deuxiéme acteur de la régulation systémique du fer : Uhepcidine

En dehors de la régulation transcriptionnelle et post transcriptionnelle de la ferroportine, sa régula-
tion post-traductionnelle est majoritairement assurée par ’hepcidine. Ce petit peptide, majoritaire-
ment synthétisé par le foie, avait, a 'origine, été décrit comme une molécule antimicrobienne par
deux équipes, d’ol son nom, “hep” du fait de la production hépatique, et “-cidine” pour ses pro-
priétés bactéricides. Krause et al. ont isolé un peptide de 25 acides aminés riche en cystéines, par
spectrométrie de masse a partir de sang, qui s’est avéré avoir un effet sur la croissance de certaines
bactéries (Krause et al., 2000). Dans le méme temps, Park et al. décrivent le méme peptide a partir
d’urine, et montre que I’hepcidine présente également une activité antifongique (Park et al., 2001).
Ce n’est que peu de temps apres que deux équipes francaises relient ’hepcidine au métabolisme du
fer. En comparant les foies de souris contrdles et présentant une surcharge en fer par une stratégie de
banques soustractives d’ARN, Pigeon et al. ont révélé que ’hepcidine était surexprimée chez les souris
présentant une surcharge en fer (Pigeon et al., 2001). A partir de souris KO pour le géne Usf2, qui se
trouve étre localisée juste en amont du gene codant ’hepcidine, Nicolas et al. ont mis en évidence
une surcharge en fer liée a une diminution de ’expression de ’hepcidine (Nicolas et al., 2001).

2.4.1. Le géne HAMP et la structure de ’hepcidine

L’hepcidine est codée par le gene HAMP situé sur le chromosome 19 (en 19q13.1). Il est composé de
3 exons et est transcrit en un ARN messager de 406 nucléotides (transcrit NM_021175.4 ou LRG_791),
qui code une protéine de 84 acides aminés. Ce pré-propeptide va subir deux clivages successifs : un
premier clivage permet de retirer le peptide signal (acides aminés 1 a 25) (Park et al., 2001), et un
second clivage retire les acides aminés 26 a 59 par 'action d’une convertase, la furine, reconnaissant
une séquence consensus -RX(K/R)R- (ici RRRRR) autour de l’arginine en position 59 (Wise et al., 1990;
Loo et al., 1997; Valore and Ganz, 2008). Il en résulte un peptide actif de 25 acides aminés, ’hepcidine-
25. A noter que lors de la découverte de ’hepcidine par I'équipe de Park, deux autres isoformes ont
été identifiées, de 20 et 22 acides aminés. Une troisieme isoforme a également été décrite, de 24
acides aminés (Laarakkers et al., 2013). Ces trois isoformes, minoritaires, seraient des produits de
dégradation de la forme active et certaines garderaient un réle antimicrobien (Addo et al., 2016).

L’hepcidine-25 contient huit résidus cystéines, tres conservés. C’est d’ailleurs cette particularité qui a
permis son identification (Park et al., 2001). Ces cystéines participent a la structure de I’hepcidine, en
formant quatre ponts disulfures, donnant une structure en “épingle a cheveux” (Figure 16) (Clark et
al., 2011).
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A 1 5 10 15 20 25

Humain DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT

Sanglier DTHFPICIFCCGCCRKAICGMCCKT
Chien DTHFPICIFCCGCCKTPKCGLCCKT
Souris DTNFPICIFCCKCCNNSQCGICCKT
Rat DTNFPICLFCCKCCKNSSCGLCCIT
Zebrafish QSHLSLCRFCCKCCRNKGCGYCCK.
Saumon QIHLSLCGLCCNCCHNIGCGFCCK.,
B

Cys19

Figure 16: Alignement interespéces de la séquence primaire de ’hepcidine et structure 3D de
la protéine. A. Alignement des séquences protéiques de I’hepcidine humaine et divers vertébrés
(NCBI Blast). Les cystéines sont représentées en jaune et les ponts disulfures par des liaisons entre
ces résidus. B. Structure tridimensionnelle de ’hepcidine. Les ponts disulfures sont représentés en
jaune (UCSF Chimera, structure PDB 2KEF) (inspiré de Clark et al. 2011).

2.4.2. Phepcidine, régulateur de la ferroportine

Il aura fallu trois ans entre la découverte de I’hepcidine et I'identification de sa cible : la ferroportine.
En 2004, ’équipe de Nemeth a mis en évidence U'interaction hepcidine-ferroportine en utilisant des
cellules HEK293T exprimant de facon stable et inductible la ferroportine murine couplée a la GFP. Ils
ont pu mettre en évidence qu’en présence d’hepcidine, la ferroportine était internalisée pour étre
dégradée dans le lysosome. L utilisation d’une hepcidine radiomarquée a permis de mettre en évi-
dence une liaison directe entre I’hepcidine et la ferroportine (Nemeth et al., 2004b). De |3, il restait a
définir les mécanismes exacts de cette liaison hepcidine-ferroportine et des étapes de la dégradation
du transporteur de fer.

Surcharges en fer liées a SLC40A1: caractérisation fonctionnelle, structurale et régulation a distance

95



Du c6té de U'hepcidine tout d’abord, les travaux de Nemeth et al. ont permis, en synthétisant
des dérivés de I’hepcidine portant des délétions de plusieurs résidus, de montrer que l'extrémité
N-terminale de ’hepcidine était nécessaire a sa liaison avec la ferroportine (Nemeth et al., 2006).
Plus précisément, la délétion des cing acides aminés situés a l’extrémité N-terminale entrainait une
perte compléte de l'activité de ’hepcidine, alors que la délétion de résidus en C-terminal ne montre
pas d’effet. La suppression individuelle de ponts disulfure n’a pas d’effet in vitro mais diminue
Pactivité in vivo, potentiellement du fait d’un manque de stabilité dans la circulation. L'importance
des acides aminés N-terminaux a été confirmée par les travaux de Clark et al. qui ont, en substituant
les différents résidus en N-terminal de ’hepcidine, montré 'importance d’interactions hydrophobes
entre ’hepcidine et la ferroportine (Clark et al., 2011). La méme équipe a tenté de développer une
forme minimale de I’hepcidine active et ont montré, entre autres, que les neuf premiers résidus
suffisaient a mimer lactivité de I’hepcidine. Cette mini-hepcidine contient uniquement une cystéine,
dont la substitution (p.Cys7Ser) ou le blocage du groupe thiol entraine une diminution drastique de
la fonction de dégradation de la ferroportine (Preza et al., 2011).

Du c6té de la ferroportine, la méme équipe a publié en 2009 une étude portant sur le site de fixation
de ’hepcidine. A partir d’une mutation retrouvée chez des patients présentant une surcharge en fer
(dont je parlerai par la suite), la substitution d’une cystéine en sérine en position 326 de la ferropor-
tine, ils ont mis en évidence le réle critique de ce résidu dans linteraction avec la ferroportine. La
substitution p.Cys326Ser (de méme que la p.Cys326Thr) entraine une abolition totale de la liaison en-
tre le ferroportine et son régulateur (Fernandes et al., 2009). Ces résultats font écho a d’autres travaux
mettant en évidence que la cystéine en position 326 présente un thiol libre a la surface cellulaire (Liu
etal.,2005b). Fernandes et al. ontdonc évalué le role des thiols dans la liaison hepcidine-ferroportine,
et ont montré que la modification chimique des thiols entrainait une altération de cette interaction
(Fernandes et al., 2009). Au final, ces travaux ont mis en lumiere que la cystéine 326 de la ferropor-
tine a un role critique dans Uinteraction avec la “cage disulfide” de I’hepcidine et que linteraction
thiol-disulfide est primordiale pour la stabilisation de la liaison entre ces deux partenaires (Preza et
al., 2011). Les travaux suivants d’Aschemeyer et al. ont étendu ce site d’interaction, a partir de I'étude
d’autres mutations retrouvées chez des patients avec une surcharge en fer (Aschemeyer et al., 2018).
Ainsi, les résidus du lobe N-terminal Asn144, Val72, et les résidus du lobe C-terminal Tyr501, Asp504 et
Phe508 joueraient un réle dans la liaison hepcidine-ferroportine (Figure 17). Ces résultats sont cepen-
dant en partie discordants avec d’autres études, comme celle de Fernandes et al., ol la mutation du
résidu Asn144 n’altere pas l'interaction hepcidine-ferroportine (Fernandes et al., 2009).

Ladescription en 2020 de la structure humaine de FPN1 en présence d’hepcidine par ’équipe de Billes-
b@lle a permis de mieux apprécier la dynamique de Uinteraction entre ’hepcidine et la ferroportine,
etlerdle du fer dans cette dyade (Billesbglle et al., 2020). En effet, ils ont montré que la présence de fer
favorisait la liaison hepcidine-ferroportine. De plus, les analyses structurales montrent que certains
résidus connus pour étre importants pour la liaison avec ’hepcidine, notamment Cys326 et His507, in-
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teragissent avec le fer. Enfin, le résidu Asp325, bien décrit plus haut comme étant important pour la
coordination du métal et la “gate” extracellulaire en conformation “inward-facing” (Deshpande et al.,
2018; Le Tertre et al., 2021a), joue un réle dans la liaison avec ’hepcidine. Au niveau expérimental, la
substitution de ce résidu par une asparagine abolit la liaison hepcidine-ferroportine. Les expériences
de dynamique moléculaire suggerent que lintégration de Fe** abolit les mouvements de la chaine
latérale du résidu Asp325, rigidifiant le segment “unwound” entre les hélices TM7a et TM7b dans une
conformation favorisant la liaison avec [’hepcidine (Billesbhglle et al., 2020). Les travaux de Pan et
al. sont venus appuyer ’hypothése de I'importance du fer dans la liaison avec ’hepcidine (Pan et al.,
2020).

Figure 17: Représentation tridimensionnelle de FPN1 en présence d’hepcidine et résidus
impliqués dans la liaison hepcidine-FPN1 selon Aschemeyer et al., sur le modéle structural
proposé par Billesb@lle et al. 2020 (PDB 6WBV). Les résidus Val72 et Asn144 situés dans le lobe
N-terminal, ainsi que les résidus Cys326, Tyr501, Asp504, et Phe508 du lobe C-terminal seraient
décrits pour étre impliqués dans la liaison avec ’hepcidine (en bleu et rouge). Visualisation que j’ai
réalisée a partir du logiciel Chimera (UCSF Chimera).

Une fois ’hepcidine fixée a la ferroportine, nous avons vu que la ferroportine était dégradée dans le
lysosome (Nemeth et al., 2004b). Toutefois, le signal d’internalisation et de dégradation de la ferropor-
tine n’était pasidentifié. Il a fallu attendre 2012 et les travaux de Ross et al. pour comprendre que le sig-
nal d’internalisation de la ferroportine passait par I'ubiquitination de lysines intracellulaires (Ross et
al.,2012). Cesrésultats ont été confirmés par Qiao et al., qui ont mis en évidence que la substitution de
lysines présentes au niveau de la large boucle intracellulaire entre les lobes N et C-terminaux (Lys229,
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Lys240, Lys247, Lys258) empéchait 'ubiquitination de la ferroportine en présence d’hepcidine, sans
empécher l'interaction entre les deux partenaires (Qiao et al., 2012).

Les enzymes successives impliquées dans le processus d’ubiquitination ne sont pas clairement
définies mais des travaux récents de Traeger et al. ont montré Ueffet d’UBAG6 (“Ubiquitin Like Modifier
Activating Enzyme 6”) comme enzyme E1 “activatrice” et d’Ube2E2 (“Ubiquitin Conjugating Enzyme
E2 E2”), Ube2J2 et Ube2R2 comme enzymes E2 “de conjugaison” (Traeger et al., 2021). Pour ce qui
est de 'enzyme E3, spécifique au substrat, ils ont montré l’effet de NDFIP1 (“Nedd4 Family Interacting
Protein 1”), protéine dont le role est d’activer les enzymes E3 de la famille NEDD4 (“Neural precursor
cell Expressed Developmentally Down-regulated protein 4”). Dans le méme temps, U'équipe de
Jiang a suggéré que l'enzyme RNF217 (“Ring Finger Protein 217”) jouerait le role d’enzyme E3
(Jiang et al., 2021). Enfin, ’équipe de Tang a décrit récemment le role possible d’USP35 en tant que
dé-ubiquitinase dans les cellules cancéreuses de poumon, interagissant directement avec FPN1
et permettant sa stabilité. Linhibition d’'USP35 (“Ubiquitin Specific Peptidase 35”) favoriserait la
ferroptose, inhiberait la progression tumorale et sensibiliserait les cellules cancéreuses au chimio-
thérapies (Tang et al., 2021b) (Figure 18). A noter qu’en plus du lysosome, Jiang et al. on récemment
proposé que le protéasome pourrait également jouer un role dans la dégradation de FPN1 (Jiang et
al., 2021).

La fixation de I’hepcidine serait donc a l'origine d’une ubiquitination et dégradation de FPN1. Pour-
tant, certains travaux ont montré que la fixation de ’hepcidine pouvait empécher la ferroportine
d’exporter le fer sans pour autant l'internaliser. En effet, Ascehemeyer et al. ont, a l'instar des travaux
de Qiao, substitué plusieurs lysines intracellulaires de la ferroportine. Ils ont de la méme maniére
montré une moindre ubiquitination de la ferroportine, mais malgré tout un maintien de l'activité
de ’hepcidine, a des concentrations élevées, sur 'inhibition de ’export du fer de la ferroportine (As-
chemeyer et al., 2018). Ils ont également mis en évidence, en reprenant les travaux de Zhang et al. sur
le paludisme, que les érythrocytes, qui expriment la ferroportine mais qui sont dépourvus de ma-
chinerie d’endocytose, sont sensibles a ’hepcidine, cette derniere agissant donc en inhibant I'export
du fer sans dégrader la ferroportine (Aschemeyer et al., 2018; Zhang et al., 2018b). Un éclairage sur
cette inhibition a été proposé par Pan et al., suggérant que la fixation de ’hepcidine sur la ferroportine
pouvait a la fois entrainer la dégradation de la ferroportine et altérer la liaison du Fe** au niveau du
site de fixation du lobe C-terminal, du fait de la proximité de ce site avec le site de liaison a I’hepcidine
et du blocage des changements de conformations nécessaire a U'export du fer (Pan et al., 2020).

Surcharges en fer liées a SLC40A1: caractérisation fonctionnelle, structurale et régulation a distance

58



‘”?ﬁ
RNF217 @f\ \JBAS

NDIFPl UBE2E2/J2/R2

Figure 18: Mécanismes d’action de ’hepcidine sur la fonction et la dégradation de la
ferroportine. La fixation de I’hepcidine entraine (1) ubiquitination de la ferroportine. Lubiquitine
est prise en charge successivement par UBA6, UBE2E2/J2/R2 et RNF217 poury étre fixée aux lysines
intracellulaires. Cette fixation entraine I’internalisation et la dégradation du transporteur dans le
lysosome. (2) La fixation de ’hepcidine peut également étre a l'origine d’un blocage de l’export du
fer sans dégradation de la ferroportine. Visualisation réalisée a partir de la structure 3D de la
ferroportine en présence d’hepcidine (PDB 6WBV) par le logiciel Chimera (UCSF Chimera).

Le role de ’hepcidine dans le métabolisme du fer ne s’arréte pas a la régulation de la ferroportine.
Au niveau de l'entérocyte, le fer régule 'expression de la ferroportine au pdle basolatéral de la cel-
lule, mais également celle de DMT1, importateur de fer depuis la lumiére duodénale (Gunshin et al.,
2001). A ce jour, trois mécanismes d’action sont proposés pour expliquer la régulation de DMT1 par
le fer et ’hepcidine. Premiérement, un mécanisme de régulation transcriptionnelle passe par HIF2«
qui, une fois hydroxylé par les enzymes PHD en présence de fer, sera dégradé entrainant une répres-
sion de 'expression de DMT1 (Gunshin et al.,2001). Deuxiémement, au niveau post transcriptionnel la
séquence IRE située dans le 3’UTR de ’ARN messager permet une régulation négative en présence de
fer (Gunshin et al., 2001). Enfin, au niveau post-traductionnel, les travaux de Brasse-Lagnel et al. ont
montré que, dans des segments de duodénum de souris et des lignées cellulaire humaines intesti-
nales (Caco-2) polarisées, I’hepcidine entrainait 'ubiquitination et la dégradation de DMT1 par le pro-
téasome (Brasse-Lagnel et al., 2011).
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2.4.3. La régulation de la synthése hépatique d’hepcidine

De par son role primordial dans ’lhoméostasie systémique du fer, 'expression de I’hepcidine est
régulée de maniere tres fine. Les paragraphes suivants vont présenter les différentes voies de
régulation de ’hepcidine, médiée par le fer, linflammation ou encore [’érythropoiese (Figure 19).

1. Régulation par le fer

Comme beaucoup d’hormones, ’hepcidine est régulée par la substance qu’elle contrdle. Ainsi, le
fer joue un role dans la régulation de la production d’hepcidine, au travers de I’expression du gene
HAMP, par ’hépatocyte.

Au niveau moléculaire, I'expression du géne HAMP passe entre autres par la voie SMAD (“Son of
Mother Against Decapentablegic”), elle méme sous la dépendance de l’activation de BMPRs (“Bone
Morphogenic Protein Receptors”) par les BMPs (“Bone Morphogenic Protein”) (Babitt et al., 2006;
Xia et al., 2008). Cette voie de régulation, historiquement liée a la formation des os et du cartilage
(Nishitoh et al., 1996), implique dans le foie un co-récepteur, I’lhémojuvéline (HJV) (Babitt et al., 2006).
Il existe plusieurs BMPs, et méme si la principale protéine impliquée dans la synthése d’hepcidine
est BMP6, le role de BMP2 a également été montré (Xia et al., 2008; Zhang et al., 2011). Bien que
linteraction entre HJV et les différents types de BMP ait été montrée dans les cellules hépatiques
(Xia et al., 2008), Latour et al. ont montré que la suppression de BMP6 aggravait la surcharge en fer de
souris déficientes en HJV, suggérant que BMP6 puisse agir sans l'aide d’HJV (Latour et al., 2017).

Les BMPs vont activer la formation des complexes de BMPRs. Ces complexes sont des tétrameres de
récepteurs sérine/thréonine kinase, formésici de deux sous-unités de type | (Alk2 et Alk3) et deux sous-
unités de type Il (ACTRII et BMPRII) (Xia et al., 2008; Steinbicker et al., 2011). Bien que plusieurs BMPs
peuvent se fixer a un méme récepteur, il a été proposé que BMP6 a une affinité plus grande avec Alk2
alors que BMP2 se fixe principalement a Alk3 (Silvestri et al., 2019). Une fois formé, le complexe permet
la phosphorylation des protéines SMAD dont le but est d’activer la transcription de génes (Massagué
et al., 2005). Les protéines cytoplasmiques SMAD1, 5 et 8 vont ainsi étre phosphorylées, s’associer
a SMAD4 et étre transloqués dans le noyau pour induire la transcription du gene HAMP qui présente
au niveau de son promoteur des séquences BMP-RE (“Bone Morphogenetic Protein-Responsive Ele-
ments”) (Babitt et al., 2006; Casanovas et al., 2009).

Le fer agit sur cette voie par divers mécanismes. Au niveau intracellulaire, ’exces de fer va entrainer,
en activant la voie Nrf2, la synthése de Bmpé6 par les cellules épithéliales des sinus hépatiques (Canali
et al., 2017; Lim et al., 2019) et la formation des complexes ALK2/BMPRII au niveau des hépatocytes,
augmentant la synthese d’hepcidine. A linverse, 'excés de fer libre (NTBI), dans les cellules hépa-
tocytaires cette fois, entraine par la production de ROS une inhibition de la voie BMP/SMAD et une
diminution de la production d’hepcidine (Gehrke et al., 2003; Charlebois and Pantopoulos, 2021). Ces
résultats ont été obtenus in vitro et 'implication biologique in vivo reste a prouver.
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Le fer extracellulaire a également un effet sur la production d’hepcidine. La voie de signalisation BM-
P/SMAD est toujours au coeur de cette régulation, mais sans BMP6 (Corradini et al., 2011; Shanmugam
and Cherayil, 2013). Les récepteurs a la transferrine, TfR1 et TfR2, ainsi que le protéine HFE jouent les
roles de senseur du fer extracellulaire et d’activateurs de la voie BMP/SMAD. L’hypothése aujourd’hui
est que, en dehors de surcharge en fer plasmatique, HFE est liée a TfR1 au niveau du site de fixation de
la transferrine. Une augmentation de fer plasmatique, lié a la transferrine, va entrainer une compéti-
tion entre HFE et ’holotransferrine, cette derniére se fixant a TfR1 va favoriser l'interaction HFE/TfR2
avec le couple BMPRII/ALk3, entrainant alors la cascade BMP/SMAD induisant 'expression du géne
HAMP (Gao et al., 2009; D’Alessio et al., 2012; Wu et al., 2014; Traeger et al., 2018).

Dans le cas d’un déficit en fer, un rétrocontrdle permet la limitation de la synthése d’hepcidine.
Le géne TMPRSS6 code une sérine protéase membranaire, la matriptase-2 (MT2). MT2 a pour but
d’inhiber la voie BMP/SMAD en clivant I'HJV membranaire et ainsi inhibant la voie BMP/SMAD
(Silvestri et al., 2008b; Silvestri et al., 2008a).

2. Régulation par UInflammation

Comme nous l'avons vu plus t6t, ’hepcidine a été au départ décrite comme une protéine aux pro-
priétés bactéricides, ce qui lui a d’ailleurs valu son nom. La réponse de ’hépatocyte a la présence
d’un agent pathogene implique plusieurs voies dont les mécanismes ne sont pas encore totalement
élucidés, mais dont le but final serait la réduction de la quantité de fer circulante, élément primordial
a la survie des pathogénes.

Lors de l'inflammation, I'IL-6 est libérée par les cellules inflammatoires. Cette cytokine va venir se
fixer a son récepteur a la surface de ’hépatocyte, entrainant la formation d’un complexe avec la pro-
téine GP130 (“Glycoprotein 130”). Ce complexe active la protéine JAK2 entrainant la phosphorylation
de STAT3 (Nemeth et al., 2004a; Pietrangelo et al., 2007). Ce phénomene induit sa dimérisation et sa
translocation dans le noyau. La fixation de STAT3 sur le « STAT3-responsive element » situé sur le pro-
moteur de HAMP va induire la production d’hepcidine (Nemeth et al., 2004a; Wrighting and Andrews,
2006). L'IL-6 jouerait également un role dans I'expression de géne HAMP par la voie BMP/SMAD, comme
le suggerent les travaux de Mayeur et al., qui ont montré que chez les souris déficientes en Alk3, I'IL-6,
bien que capable d’induire la phosphorylation de STAT3, n’induisait pas une augmentation significa-
tive de la production d’hepcidine (Mayeur et al., 2014).

Cette méme voie BMP/SMAD est également impliquée dans la production d’hepcidine en contexte
inflammatoire par le biais d’autres molécules pro-inflammatoire : I'activine B qui active les récepteurs
BMP de type 1, et l’interleukine 1-3 qui induit la production de BMP2 (Besson-Fournier et al., 2012;
Shanmugam et al., 2015).

Enfin, la présence de lipopolysaccharides (LPS) sur les bactéries Gram négatives activerait la produc-
tion d’hepcidine en se fixant au récepteur TLR4, activant la voie MyD88-JNK-c-Jun (Lee et al., 2017).
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Cette méme voie serait également impliquée dans la réponse de I’hépatocyte a la sécrétion de méla-
tonine, a l'origine du rythme circadien d’expression d’hepcidine (Park et al., 2022).

3. Régulation par érythropoiése

Lérythropoiese est le processus consommant le plus de fer chez les vertébrés, il est donc indispens-
able de coordonner la disponibilité du fer en cas de besoin accru en fer au niveau de la moelle os-
seuse, en cas notamment d’hypoxie ou d’anémie. Dans ces situations, le rein sécrete une hormone,
’érythropoiétine (EPO), qui a pour but de stimuler érythropoiése dans la moelle osseuse. Deés la
description de ’hepcidine en 2002, Nicolas et al. ont montré que I’EPO était capable de réprimer la
production d’hepcidine (Nicolas et al., 2002), bien que ce mécanisme ait été décrit comme indirect
(Pak et al., 2006). C’est en 2014 que le lien entre I’hepcidine et ’'EPO a été montré, par la description
d’un nouvel acteur, l’erythroferrone (ERFE) (Kautz et al., 2014). La production d’EPO par le rein va en-
trainer la production d’ERFE par les érythroblastes par la voie JAK/STAT5. L’ERFE va ensuite inhiber
action de BMP2 et BMP6, en séquestrant les hétérodimeres BMP2/BMP6 (Arezes et al., 2018, 2020;
Wang et al., 2020).

Enfin, a noter qu’il existe d’autres voies de régulation de la synthése d’hepcidine. Entre autres, les hor-
mones sexuelles, dont la testostérone, sont a 'origine d’une diminution de la production d’hepcidine
chezlasouris et ’homme, par des mécanismes qui restent a établir (Bachman et al., 2010; Goodnough
etal.,2012; Guo et al., 2013b).
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Figure 19: Régulation de la synthése d’hepcidine au sein de ’hépatocyte. Les BMPs (BMP2 et
BMP6), ainsi que le couple TfR2/HFE, activent les BMPRs afin de phosphoryler les protéines
SMAD1/5/8 qui, aprés couplage avec SMAD4, vont activer la transcription du gene HAMP.
L'inflammation, par la production d’IL6, va activer JAK2 qui phosphoryle STAT3, augmentant la
transcription du gene HAMP et ainsi la synthese d’hepcidine.
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3. Les hyperferritinémies et les surcharges en fer

3.1. Laferritine sanguine et ses variations

L'axe hepcidine-ferroportine est au coeur du métabolisme systémique du fer. Toute dérégulation de
cette dyade perturbera la disponibilité du fer, a la fois dans la cellule et le compartiment sanguin. Un
mangque de fer peut étre responsable d’un trouble de I’érythropoiese et une anémie, alors qu’une
surcharge en fer peut étre délétére du fait de sa toxicité. Le témoin biologique le plus fréquemment
utilisé pour évaluer ’état homéostatique du fer est le dosage de la ferritine sanguine. Nous l'avons vu,
la ferritine est la protéine intracellulaire permettant le stockage du fer. Cependant, en condition phys-
iologique, une part de ferritine se retrouve dans la circulation sanguine. Les mécanismes a l'origine
d’un relargage de ferritine dans le compartiment sanguin ne sont pas encore totalement élucidés,
tout comme son role dans le sang. Ce relargage a été décrit pour plusieurs types cellulaires, tel que
’hépatocyte (Tran et al., 1997), les cellules de Kipffer (Fan et al., 2009) ou encore les macrophages
alvéolaires (Wesselius et al., 1994). La majeure partie de la ferritine sanguine est composée de chaines
légeres (“L-chain”), est peu chargée en fer et est en partie glycosylée, témoignant d’une sécrétion
principalement hépatocytaire (Ghosh et al., 2004). La part de ferritine glycosylée atteint 100% dans
certaines formes d’hyperferritinémie héréditaire (Kannengiesser et al., 2009).

Il est connu depuis pres de 50 ans que le taux de ferritine sanguine est le reflet du statut en fer d’un
patient (Jacobs et al., 1972), et une étude réalisant des phlébotomies chez des sujets sains a montré
une corrélation entre le taux de ferritine sérique et la réserve en fer, ou 1 ug/L de ferritine correspond
approximativement a 8 mg/L de réserve en fer (Walters et al., 1973). En I'absence d’inflammation (qui,
nous le verrons, entraine une augmentation de la ferritine), un taux bas de ferritine est un parametre
sensible et spécifique pour le diagnostic d’un déficit en fer (Guyatt et al., 1992). A l'inverse, un taux
élevé de ferritine est un bon reflet de laugmentation des réserves en fer, en I'absence d’autres causes
entrainant un relargage sanguin de la ferritine a partir de cellules endommagées (Sandnes et al.,
2021).

L’hyperferritinémie est définie par un taux de ferritine sanguine supérieur a 200 ug/L chez la femme
(non ménopausée) et 300 g/L chez ’lhomme (Adams et al., 2005). Les situations menant a une éléva-
tion de laferritine sanguine sont diverses, et peuvent déja étre divisées en deux grandes catégories, en
fonction de la présence ou non d’une surcharge en fer. Cette distinction est essentielle, tant pour la dé-
marche étiologique que thérapeutique. Les principales étiologies détaillées plus bas sont résumées
dans le tableau 2.
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Catégorie

Hyperferritinémie sans surcharge en fer

Cas particulier

Hyperferritinémie avec surcharge en fer

Etiologie

Causes fréquentes
Inflammation
Cancer
Dommages cellulaires
Syndrome métabolique et obésité
Consommation d’alcool
Diabéte et résistance a l'insuline
Causes rares
Mutations du géne FTL
Maladie de Gaucher
Pathologies auto-inflammatoires

Pathologie hépatique chronique
(cirrhose, NAFLD, hépatite virale,
porphyrie cutanée tardive)

Causes fréquentes
Hémochromatose de type 1
Surcharge en fer dysmétabolique
Anémies avec surcharge en fer

Surcharge en fer iatrogene (transfusions,
administration parentérale de fer)

Causes rares
Hémochromatoses rares
Maladie de la ferroportine
Acéruloplasminémie

Atransferrinémie/hypotransferrinémie

Tableau 2 : Principales causes d’hyperferritinémie (inspiré de Sandnes et al, 2021).
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3.2. Hyperferritinémies sans surcharge en fer

L’hyperferritinémie sans surcharge en fer, qui représente la grande majorité des situations (Sandnes
et al., 2021), est le résultat d’un relargage de ferritine par les cellules et/ou une synthése accrue de
ferritine. Les causes peuvent étre secondaires a une pathologie ou elle est le témoin d’un relargage
de ferritine dans le compartiment sanguin, ou étre primaire, d’origine génétique.

3.2.1. Hyperferritinémies secondaires

L'une des principales causes d’hyperferritinémie non génétique et sans surcharge en fer est
Uinflammation. Depuis les travaux de Konijn en 1977 et 1981 il est connu que 'inflammation entraine
une augmentation de la synthese de ferritine (Konijn and Hershko, 1977; Konijn et al., 1981), en
lien avec une augmentation de la synthése d’hepcidine et une rétention intracellulaire de fer. Cette
rétention a pour but de limiter la disponibilité du fer dans l'organisme, élément indispensable a la
survie du pathogene. Tout d’abord, une synthese accrue de chaine lourde de ferritine est stimulée
par diverses cytokines pro-inflammatoires, telle que IL1-a et TNF-a (Kernan and Carcillo, 2017).
Mais cette régulation n’explique pas la hausse de ferritine sanguine, principalement constituée de
chaine légere. La libération de ferritine par les hépatocytes notamment semble étre activée par les
mémes cytokines (Tran et al., 1997). De plus, les dommages cellulaires secondaires a la libération
de cytokines induisant I'apoptose accentuent ’hyperferritinémie grace au relargage par les cellules
endommagées (Kernan and Carcillo, 2017). La sécrétion d’hepcidine et de ferritine en réponse a
un agent pathogene a pour conséquence la limitation de la disponibilité du fer pour la synthése
d’hémoglobine, entrainant une anémie (Roy and Andrews, 2005).

Bien que la cause la plus fréquente de 'inflammation soit 'infection, il existe des étiologies plus rares,
telles que les maladies auto-immunes (Orbach et al., 2007) ou encore auto-inflammatoires. Dans cette
derniére catégorie, nous pouvons évoquer le syndrome d’activation macrophagique, ou lymphohis-
tiocytose hémophagocytaire, complication grave de certains états inflammatoires, ou une activation
incontrolée du systeme immunitaire est responsable d’un orage cytokinique, et s’accompagne notam-
ment d’une hyperferritinémie (Rosario et al.,2013). Ce phénomeéne a été récemment observé chez des
patients présentant des formes graves d’infection par le virus SARS-Cov2 (Cheng et al., 2020).

Le cancer est une cause connue d’hyperferritinémie, a la fois par une production accrue de ferritine
par latumeur et une cytolyse (Hazard and Drysdale, 1977; Hann et al., 1984; Cazzola et al., 1985). Il n’a
pas été clairement établi aujourd’hui si cette hyperferritinémie participe a la progression du cancer ou
si elle représente un marqueur de la présence d’une néoplasie, bien que certains éléments semblent
incriminer la surcharge en fer dans le développement de certains cancer, notamment du sein, avec
une diminution de la synthése de ferroportine (Kabat and Rohan, 2007; Wang et al., 2010; Torti et al.,
2018).

Surcharges en fer liées a SLC40A1: caractérisation fonctionnelle, structurale et régulation a distance

66



Le foie étant l'organe principal de stockage du fer dans le corps, les dommages cellulaires causés par
l'alcool, lesvirus, la stéatose hépatique, peuvent étre a Uorigine d’un relargage de ferritine dans le com-
partiment sanguin. Concernant 'alcool, on sait qu’une hyperferritinémie modérée (<1000 pg/L) est
retrouvée chez 40 a 70% des alcooliques chroniques (Moirand et al., 1991), ou l'alcool serait a l'origine
a la fois d’une production accrue de ferritine (Moirand et al., 1995) et dans un second temps d’une
suppression de I’expression de I’hepcidine (Harrison-Findik et al., 2007). Une autre cause de lésion
hépatique a l'origine d’hyperferritinémie est le syndrome métabolique. La définition de ce syndrome
a évolué depuis sa description, mais un consensus semble avoir été proposé en 2005 avec plusieurs
critéres dont le principal est la présence d’une obésité abdominale, avec des valeurs de tour de taille
spécifique en fonction de l’ethnie, et d’au moins deux critéres parmi les suivants (Huang, 2009) :

une hypertriglycéridémie

un faible taux de HDL (“High Density Lipoprotein”) cholesterol
une hypertension artérielle

« une résistance a l'insuline avec une hyperglycémie a jeun ou un diabéte de type 2 diagnostiqué.

Une des complications connues de ce syndrome est la stéatose hépatique non alcoolique (“Non Al-
coholic Fatty Liver Disease” ou NAFLD), qui se caractérise par une accumulation de graisse dans le
foie, pouvant mener a une hépatite non alcoolique (“Non-alcoholic SteatoHepatitis” ou NASH). Il a
longtemps été admis que l'inflammation dans cette pathologie était la cause de hyperferritinémie,
orilaété montré qu’il n’existait pas de corrélation entre les marqueurs de ’'inflammation et la ferritine
chez ces patients (Beaton et al., 2014). Une autre hypothése pouvant expliquer ’hyperferritinémie
dans ces cas est la résistance a l'insuline (Brudevold et al., 2008). Celle-ci pourrait entrainer une in-
duction de la production de ferritine par Uinsuline elle-méme, comme suggéré par certains travaux
(Yokomori et al., 1991; Han et al., 2010).

Enfin, une cause rare d’hyperferritinémie est liée a une anomalie du métabolisme, la maladie de
Gaucher. Cette pathologie lysosomale autosomique récessive est secondaire a des mutations dans le
gene GBA codant la glucocérébrosidase. Le phénotype, extrémement variable, associe des anomalies
osseuses, une hépatosplénomégalie, une anémie et thrombocytopénie, une pathologie pulmonaire
et dans certaines formes plus graves des anomalies neurologiques (Pastores and Hughes, 1993). Le
mécanisme a l'origine de cette hyperferritinémie n’est pas connu mais pourrait étre lié a une inflam-
mation chronique (Regenboog et al., 2016).

3.2.2. Hyperferritinémies primaires sans surcharge en fer

Le gene FTL codant la chaine légere de la ferritine est associé a plusieurs pathologies, dont deux
formes d’hyperferritinémie sans surcharge en fer. En 1995, Girelli et al. ont émis ’hypothese, a par-
tir de I’étude de deux familles, d’un lien entre une forme d’hyperferritinémie sans surcharge en fer
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et une forme autosomique dominante de cataracte, suggérant une cause génétique commune, non
encore identifiée (Girelli et al., 1995). La méme année, a partir d’'une famille présentant une hyper-
ferritinémie associée a une cataracte sur trois générations, Beaumont et al. ont mis en évidence la
présence d’une variation dans la séquence IRE du gene FTL, touchant un nucléotide impliqué dans
la formation de la boucle IRE (Beaumont et al., 1995). L'analyse de l'expression de L-ferritine dans
des cellules lymphoblastoides générées a partir de patients de cette famille a montré que la muta-
tion entrainait une suppression de la régulation de la synthése de L-ferritine par le systéme IRE-IRP.
Il s’ensuit une production accrue de L-ferritine, qui va notamment se déposer dans le cristallin, en-
trainant la cataracte (Mumford et al., 2000). Plusieurs cas ont été décrits dans la littérature, toujours
situés dans I'IRE (Celma Nos et al., 2021).

Plus récemment, une variation faux-sens récurrente a été décrite chez des patients présentant une
hyperferritinémie sans surcharge en fer et sans cataracte. Il s’agit de la substitution d’une thréonine
en isoleucine en position 30 (p.Thr30lle) (Kannengiesser et al., 2009). Ces patients présentaient de
fagon intéressante un taux élevé de ferritine glycosylée, suggérant que la variation entrainait une aug-
mentation de I’hydrophobicité de I’hélice a située en N-terminal. Par la suite, d’autres mutations ont
été décrites dans le méme lobe (p.Gly26lle et p.Ala27Val) (Thurlow et al., 2012), les substitutions en
isoleucine et valine appuyant ’hypothése de l'augmentation de ’hydrophobicité.

Anoter que d’autres mutations du géne FTL sont décrites dans des pathologies différentes. D’une part,
plusieurs mutations dans l’exon 4 avec un effet potentiellement dominant négatif ont été décrites
dans une forme de neurodégénérescence avec accumulation de fer cérébrale (NBIA)(Curtis et al., 2001;
Maciel et al., 2005). D’autre part, des mutations perte de fonction ont été associées de fagon isolées a
des formes dominante ou récessive de déficit en L-ferritine, avec pour ’'un une simple diminution du
niveau de L-ferritine (Cremonesi et al., 2004) et pour l'autre une épilepsie associée a un syndrome des
jambes sans repos (Cozzi et al., 2013).

3.3. Les formes secondaires d’hyperferritinémie avec surcharge en fer

Il est également possible de classer les hyperferritinémies avec surcharge en fer en deux catégories :
les formes primaires résultant d’une anomalie génétique de la régulation du métabolisme du fer, et
les formes secondaires a une pathologie génétique autre ou acquise.

Le foie étant 'organe principal de stockage du fer, il est connu que les pathologies hépatiques sont a
lorigine d’une surcharge en fer. Nous avons vu plus haut que la prise d’alcool ou la stéatose hépatique
non alcoolique sont a ’origine d’un relargage de ferritine dans le compartiment sanguin. Cette hyper-
ferritinémie peut étre associée a une surcharge en fer, notamment dans le compartiment hépatique
(Ludwig et al., 1997), et cette surcharge serait liée a des modifications de U'expression d’hepcidine,
influant sur Pexpression des transporteurs du fer DMT1 et FPN1 (Dostalikova-Cimburova et al., 2014;
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Sandnes et al., 2021). On retrouve une surcharge en fer hépatique (“Hepatic Iron Overload” HIO) chez
pres de 50% des patients avec hépatopathie alcoolique (Milic et al., 2016).

De la méme maniere, la NASH et le syndrome métabolique peuvent étre a l'origine d’une hyperferrit-
inémie mais aussi, dans environ un tiers des cas, d’'une surcharge en fer modérée, appelée surcharge
en fer dysmétabolique (“Dysmetabolic Iron Overload Syndrome” DIOS) (Deugnier et al., 2017; Ram-
etta et al., 2020). Ces patients présentent souvent un coefficient de saturation de la transferrine nor-
mal, indiquant que la surcharge en fer ne se trouve pas dans le sang, mais dans les hépatocytes et
macrophages. Une explication proposée serait une dérégulation de la synthese d’hepcidine (Barisani
et al., 2008). Enfin, les similitudes entre ’hyperferritinémie liée au syndrome métabolique et le DIOS,
tant sur le plan épidémiologique que clinique et biologique, ont poussé certains auteurs a se poser
la question d’une entité unique, ou un continuum ou le syndrome métabolique pourrait évoluer vers
un DIOS (Dongiovanni et al., 2011; Rametta et al., 2020).

La pathologie rénale chronique est une cause fréquente de dérégulation du métabolisme du fer. L'une
des complications bien connues de cette pathologie est 'anémie. Il a longtemps été admis que cette
anémie était secondaire a un déficit en érythropoiétine (EPO), hormone produite par le rein (McGo-
nigle et al., 1984) et base du traitement de 'anémie chez ces patients depuis les années 1980. Mais les
patients atteints d’insuffisance rénale présentent d’autres anomalies du métabolisme du fer, avec des
pertes accrues par les saignements chroniques dis a une dysfonction plaquettaire et une diminution
de l'absorption de fer (Babitt and Lin, 2012). De plus, l'utilisation d’EPO ou d’autres agents stimu-
lant Pérythropoiése entraine une déplétion du fer circulant au profit de la moelle osseuse. Enfin, des
études ont montré qu’un exces de sécrétion d’hepcidine serait a l'origine d’un déficit fonctionnel en
fer, qui resterait donc séquestré dans les cellules (Ashby et al., 2009). C’est en partie pour cette rai-
son que le traitement par des agents stimulant ’érythropoiése chez les patients dialysés est souvent
couplée avec l'injection de fer intraveineuse, pour fournir suffisamment de fer nécessaire a la produc-
tion de nouveaux globules rouges. Ces injections a répétition, bien qu’indispensables, sont a risque
d’entrainer une surcharge en fer, notamment au niveau hépatique (Rostoker et al., 2012).

D’autres pathologies avec anémie chronique, telle que la thalassémie, 'anémie hémolytique,
dyséréthropoiétique ou encore sidéroblastique, sont traitées par des injections récurrentes de fer
ou par transfusions itératives de culots de globules rouges. La prise en charge des globules rouges
transfusés par les macrophages du systéme réticulo-endothélial va entrainer la libération de fer dans
le compartiment sanguin, qui se trouvera sous forme libre quand la transferrine aura atteint ses
limites. Sachant qu’un culot globulaire contient aux alentours de 200 mL de sang, il est estimé qu’a
partir de 40 culots globulaires transfusés, une surcharge en fer apparait (Kohgo et al., 2008).

Ces pathologies, ou une anémie chronique s’installe par défaut d’érythropoiése, sont a risque
de surcharge en fer méme sans transfusions. En effet, 'anémie entraine une diminution de la
production d’hepcidine par l'action de ’ERFE, expliquée précédemment. Cette baisse d’hepcidine
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va donc entrainer une absorption accrue de fer alimentaire, une libération accrue de fer par les
cellules macrophagiques, et possiblement une surcharge en fer, comme montré chez des patients
thalassémiques non traités par transfusion (Shenoy et al., 2014).

En dehors de toutes ces causes secondaires de surcharge en fer, il existe des formes primaires, géné-
tiques, avec principalement les hémochromatoses (HC).

3.4. Les formes primaires de surcharge en fer

Les hémochromatoses représentent de loin la premiéere cause de surcharge sévere en fer. Dufaitd’une
longue phase préclinique, sans symptomes, I’HC est souvent sous-diagnostiquée (Ogilvie et al., 2015),
pourtant les conséquences d’une surcharge en fer prolongée peuvent étre dramatiques, du fait du
dépot de fer dans les organes tels que le foie, le pancréas ou encore le coeur, et entrainer un risque
accru de décés (Barton et al., 2012; Ellervik et al., 2014). Le terme en lui-méme d’hémochromatose et
les entités qu’il indique est sujet a débat. Auparavant découpé en “hémochromatoses héréditaires” et
“hémochromatoses acquises”, il est aujourd’hui réservé aux formes primaires de surcharge en fer, et
méme plus précisément aux surcharges liées a un défaut de synthese ou d’activité de I’hepcidine sur
la ferroportine (Vlasveld et al., 2019). Nous verrons donc qu’une des formes de surcharge en fer liée a
un type de mutations du gene SLC40A1 n’est plus considérée aujourd’hui en tant qu’hémochromatose.
Les principales voies touchées dans les hémochromatoses et autres surcharges en fer génétiques sont
représentées sur la figure 20.
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Figure 20: Représentation des différentes voies touchées dans les formes d’HC liées a un
défaut de production d’hepcidine par ’hépatocyte.. Fleches rouges = hémochromatoses, fléches
orange = surcharges en fer génétiques non hémochromatosiques. Les numéros correspondent aux
différentes formes d’HC. AC=acéruloplasminémie, AT=atransferrinémie.

3.4.1. Phémochromatose de type 1 (HC1)

La premiere cause génétique d’HC a été identifiée en 1996 par Feder et al. et est liée a des mutations
bialléliques du gene HFE, qui code la protéine HFE, impliquée dans la synthése d’hepcidine (Feder et
al., 1996; Feder et al., 1997). Elle représente la forme la plus fréquente d’HC, appelée HC de type 1, et
touche principalement les individus du nord-ouest de I’Europe (Le Gac and Férec, 2005). Elle ségrége
sur le mode autosomique récessif, et une variation est retrouvée chez la grande majorité des patients
a ’état homozygote, la substitution d’une cystéine par une tyrosine en position 282 (p.Cys282Tyr). La
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prévalence de ’homozygotie pour cette mutation est estimée entre 0,4 et 0,5%, et 1 personne sur 11
en Europe de I’Ouest présenterait la variation a ’état hétérozygote (Hanson et al., 2001; Le Gac and
Férec, 2005). La substitution de cette cystéine en tyrosine impacte l’interaction de la protéine HFE
avec son partenaire la 8 2-microglobuline, affectant son expression membranaire et ainsi sa fonction
dans la régulation de U’expression de ’hepcidine (Feder et al., 1997). D’autres mutations, plus rares,
ont été décrites dans le gene HFE chez des patients présentant une surcharge en fer, homozygotes ou
en trans de la variation p.Cys282Tyr (Le Gac et al., 2003, 2008; Ka et al., 2005; Le Gac and Férec, 2005;
Uguenetal.,2017). Enfin, les variations p.His63Asp et p.Ser65Cys ont été décrites initialement comme
causant une hémochromatose. Mais les données phénotypiques chez les patients homozygotes ou
hétérozygotes composite pour ces variations, la pénétrance du génotype diminuée par rapport a la
situation d’homozygotie p.Cys282Tyr ou la description de facteurs secondaires ont amené les auteurs
a considérer ces variations comme des facteurs de risque plut6t que de véritables mutations causales
(Arya et al., 1999; Wallace et al., 2002b; Le Gac and Férec, 2005; Saliou et al., 2013).

Le dysfonctionnement de la protéine HFE entraine une diminution de la synthese d’hepcidine par
’hépatocyte, et par voie de conséquence un trouble de la régulation de la ferroportine, qui se retrouve
privée de son principal régulateur post-traductionnel. Ainsi les cellules hépatocytaires, macrophag-
iques et entérocytaires exportent le fer de fagon anormalement élevée dans le compartiment san-
guin, entrainant une augmentation du coefficient de saturation de la transferrine (CST). Comme nous
l’avons vu plus tot, au dessus de 45% de saturation de la transferrine, le fer se trouve sous forme libre
et toxique dans le sang (Brissot et al., 2012), pouvant ainsi étre capté par les hépatocytes.

Lhistoire clinique et biologique de ’'HC de type 1 est depuis longtemps bien connue et décrite.
L’évolution de la maladie est divisée en cing stades, en fonction des modifications du bilan bi-
ologique et des signes cliniques (Figure 21).

Le premier stade, dit de latence ou stade 0, correspond a une phase ou l'individu homozygote pour
la variation p.Cys282Tyr du géne HFE ne présente aucun signe clinique. Les deux autres stades sont
regroupés sous le terme de phase biologique, commencant par une élévation isolée du CST (stade
1), témoignant d’un exces de fer dans le compartiment sanguin, suivie d’une élévation de la ferritine
sanguine (stade 2), témoignant d’une surcharge en fer tissulaire.

Les deux stades suivants sont regroupés dans le terme de phase clinique et sont marqués par
Papparition de signes cliniques, d’abord affectant la qualité de vie, telle une asthénie, un hypogo-
nadisme, des douleurs articulaires (stade 3), ainsi qu’une mélanodermie (stade 3 ou 4), puis des
complications mettant en jeu le pronostic vital apparaissent (cirrhose, carcinome hépatocellulaire,
insuffisance cardiaque, diabéte insulino-dépendant), c’est le stade 4 (Brissot et al., 2018).

Surcharges en fer liées a SLC40A1: caractérisation fonctionnelle, structurale et régulation a distance

72



STADE O 1 2 3 4

(wEE > msscsooseus o pwstciwoue

Figure 21: Représentation des différents stades de ’HC1, selon Brissot et al. 2018. Leur
classification repose sur 4 paramétres : [’élévation du coefficient de saturation de la transferrine, de
la ferritine sérique, l'atteinte de la qualité de vie ainsi que ’engagement du pronostic vital des
patients atteints d’hémochromatose. Deux phases sont observées : la phase préclinique regroupant
les 3 premiers stades phénotypiques et la phase clinique comprenant les 2 derniers stades
phénotypiques de la maladie.

L’HC1 est une pathologie de 'adulte, dans le sens ou les premiers signes biologiques apparaissent
apres une phase de latence (stade 0) de 20 a 30 ans. De plus, la pathologie n’apparaitra pas chez tous
les individus homozygotes pour la variation p.Cys282Tyr. Ce défaut de pénétrance de génotype (pro-
portion de patients avec signes biologiques ou cliniques parmi les homozygotes) est bien connu, et
différe en fonction du sexe. Il est décrit que la pénétrance des signes biologiques (hyperferritinémie)
est de 80% pour les hommes et de 50% pour les femmes, alors que quand on s’intéresse a la péné-
trance des signes cliniques (arthropathie, hépatopathie), elle chute a 1% pour les femmes et 28%
pour les hommes (Allen et al., 2008). Entre les deux, le terme de pénétrance thérapeutique a été
décrit, prenant en compte la quantité de fer soustraite par saignées pour revenir a un taux normal
de ferritine, et estimée a 9% chez les femmes et 24% chez les hommes (Rochette et al., 2010).

Plusieurs explications ont été avancées pour expliquer cette pénétrance réduite, tant du coté géné-
tique, par l'action de genes modificateurs, tels que HAMP, HJV, CYBRD1, BMP2 (Jacolot et al., 2004; Le
Gacetal.,2004b; Island et al., 2009; Milet et al., 2010; Pelucchi et al., 2012), que du c6té environnemen-
tal, dont le facteur le plus important serait la consommation d’alcool (Fletcher et al., 2002; Scotet

Surcharges en fer liées a SLC40A1: caractérisation fonctionnelle, structurale et régulation a distance

73



et al., 2003). Certains facteurs environnementaux protecteurs ont été supposés, comme la pratique
réguliere du don de sang, mais cette hypothése n’a pas été confirmée (Barton et al., 2001). Un dernier
facteur modificateur peut quant a lui expliquer les différences de pénétrance entre les hommes et les
femmes, c’est la testostérone, qui aurait une action répressive sur la synthese d’hepcidine chez les
hommes (Latour et al., 2013).

D’un point de vue diagnostique, la recherche d’une HC1, qui consiste dans un premier temps a
rechercher une situation d’homozygotie pour la variation p.Cys282Tyr dans le géne HFE se justifie
en cas de mesure d’un CST >45% a deux reprises ou en cas d’apparenté atteint. En cas de varia-
tion homozygote, le diagnostic est posé, et un traitement peut étre mis en place en fonction du
stade de la maladie. En cas de situation d’hétérozygotie p.Cys282Tyr ou hétérozygotie composite
p.Cys282Tyr/p.His63Asp, la recherche de formes secondaires de surcharge en fer peut étre envisagée,
et en l'absence d’autre cause, la recherche d’une autre variation rare dans le géne HFE peut se
discuter (Uguen et al., 2017) ou la recherche de formes rares d’hémochromatose, détaillées par la
suite (European Association For The Study Of The Liver, 2010; Brissot et al., 2018).

Le traitement utilisé est peu coliteux, bien connu et en général bien toléré, il s’agit de la saignée itéra-
tive, ou phlébotomie. Par la soustraction d’une quantité de sang variant de 400 a 500 mL, la moelle
osseuse mobilisera le fer en excés dans l'organisme pour pouvoir synthétiser de nouveaux globules
rouges. Selon les recommandations de la haute autorité de santé, a partir du stade 2, une prise en
charge par saignées est indiquée, avec une phase d’induction (saignées au maximum une fois par se-
maine) pour atteindre un taux de ferritine <50 ug/L, puis une phase d’entretien avec des saignées tous
les deux a quatre mois pour maintenir le méme objectif de ferritinémie (Haute Autorité de Santé, 2005).
A cela s’ajoute une surveillance de la tolérance clinique et biologique (notamment a la rechercher
d’une anémie), et de la survenue de complications de ’HC. Lefficacité de ce traitement est démontrée
dans 'amélioration de la fatigue, de la fonction cardiaque, dans la stabilisation de la pathologie hépa-
tique et la réduction de la pigmentation cutanée. En revanche, les symptomes articulaires répondent
peu a ce traitement, qui peut méme les aggraver (Husar-Memmer et al., 2014; Brissot et al., 2018).

En complément de ce traitement, des mesures hygiéno-diététiques, telles que l’arrét de l’alcool ou
toute supplémentation orale en fer, sont recommandées, sans autre régime particulier. La saignée
est en général bien tolérée, mais peut toutefois provoquer une anémie, des effets secondaires
(vertiges, malaises) ou étre difficile a réaliser du fait d’'un abord veineux difficile. Pour ces raisons,
d’autres thérapeutiques ont été recherchées. La chélation par le fer n’est pas recommandée du fait
de l'absence de bénéfice et des effets secondaires parfois invalidants et notamment une toxicité
hépatique (Aslam et al., 2010), bien qu’elle soit toujours utilisée dans les cas ou la phlébotomie
est mal tolérée (Adams and Barton, 2010). Une autre piste pour le traitement est de jouer sur l'axe
hepcidine-ferroportine. Certaines équipes ont tenté de synthétiser une “mini-hepcidine”, composée
de neuf acides aminés indispensables a la fonction de I’hepcidine (Preza et al., 2011), tandis que
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d’autres se sont intéressés a la synthése endogene d’hepcidine en inhibant TMPRSS6 (un inhibiteur
de la voie BMP-SMAD (Guo et al., 2013a)), ou encore inhiber la ferroportine par un compétiteur
de I’hepcidine, le VIT-2763 (Porter et al., 2021). A noter que cette approche n’a de bénéfice qu’en
absence de surcharge tissulaire avérée en fer, car dans ce cas le traitement risquerait de séquestrer
le fer déja en exces dans les tissus.

3.4.2. Les hémochromatoses de type 2A, 2B et 3

En plus de cette forme majoritaire, il existe plusieurs formes d’HC, beaucoup plus rares, secondaires a
des dysfonctionnements de la production ou de la fonction de ’hepcidine (Figure 20). Ces différents
types d’HC different dans leur sévérité et leur mode de transmission (Figure 22). Les formes les plus
séveres sont les HC de type 2A et 2B, dlies a des mutations bialléliques sur les génes HJV, codant
’hémojuvéline, et HAMP, codant ’hepcidine, respectivement. Ces deux formes sont caractérisées par
un age d’apparition de la maladie précoce, avant 30 ans, et une atteinte sévere au niveau hépatique
(cirhhose), cardiaque (cardiomyopathie) et un hypogonadisme (Roetto et al., 2003; Papanikolaou et
al.,2004), bien que pour le cas de ’HJV des formes a apparition plus tardives aient été décrites (Dhillon
etal., 2018).

Entre les deux extrémes (formes juvénile et adulte), il existe une forme intermédiaire d’HC, liée au gene
TFR2, codant le récepteur a la transferrine de type 2 qui joue un réle dans ’expression de ’hepcidine
(Camaschella et al., 2000; Le Gac et al., 2004a; Le Gac and Férec, 2005).

Enfin, une derniere forme d’HC est décrite, la seule ségrégant sur le mode autosomique dominant, il
s’agit de ’HC de type 4 liée au géne SLC40A1. Les mutations dans ce géne, qui représente la seconde
forme d’HC en termes de fréquence, peuvent étre a lorigine de deux pathologies distinctes : 'HC de
type 4, en cas de résistance de la ferroportine a ’hepcidine, et la maladie de la ferroportine, en cas de
perte de fonction. Etant donné les particularités liées aux mutations de ce géne, qui constitue le sujet
principal de ma these, je vais développer cette partie un peu plus loin.
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Figure 22: Hétérogénéité phénotypique et génétique de ’hémochromatose. ’hémochromatose
(HC) de type 1, ainsi que I’HC de type 4, sont les formes les plus tardives, alors que les HC de type 2A
et 2B sont les plus précoces, avec des atteintes sévéres a un age jeune. Entre les extrémes se trouve
’HC de type 3.

3.4.3. Les autres formes héréditaires de surcharge en fer

En dehors de ces cing genes responsables d’hémochromatose, d’autres genes ont été associés a des
surcharges en fer rares. L'un d’eux est responsable d’une forme rare de surcharge en fer associée a
une baisse de la synthése d’hepcidine : BMP6. Nous avons vu précédemment que le peptide BMP6
est primordial pour lactivation de la synthése d’hepcidine. Des 2009, deux équipes ont montré
que la délétion de Bmpé était responsable d’une surcharge en fer chez la souris (Andriopoulos et
al., 2009; Meynard et al., 2009), suggérant un possible role de ce géne dans des formes précoces
d’hémochromatoses. C’est en 2016 que les premiéres mutations du gene BMP6 sont décrites, a
P’état hétérozygote, chez des patients présentant une surcharge en fer et une sécrétion inappropriée
d’hepcidine (Daher et al., 2016; Le Gac et al., 2016). Les analyses fonctionnelles ont montré que
les variations p.Pro95Ser, p.Leu96Pro et p.GIn113Glu étaient responsables d’une diminution de la
sécrétion de la forme mature de BMP6 et ainsi d’une baisse de la synthése d’hepcidine.

Parmi les formes héréditaires de surcharge en fer, il en existe trois particulieres (Figure 20), qui se car-
actérisent par une anémie associée a une surcharge en fer. La premiere est diie a des mutations du
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geéne CP codant la céruloplasmine. Cette protéine, comme expliqué plus haut, a pour réle d’oxyder
le fer exporté par la ferroportine, afin qu’il soit pris en charge par la transferrine. Des mutations bial-
léliques de ce géne ont été décrite chez des patients présentant un phénotype complexe, associant
des troubles neurologiques, une anémie, une surcharge en fer au niveau hépatique et cérébral, un
diabete et une dégénérescence rétinienne (Logan et al., 1994; Harris et al., 1996).

Des mutations dans le géne TF, codant la transferrine, ont été décrites dans une forme sévére, pré-
coce, autosomique récessive, d’anémie avec surcharge en fer, appelée l'atransferrinémie. La perte de
fonction de TF entraine l'absence de fer lié a la transferrine, élément indispensable a la synthése de
globules rouges, et donc une anémie. Le fer se retrouve a l’état libre dans le sang, se déposant dans les
tissus et entrainant des lésions hépatiques et cardiaques, parfois fatales sans traitement (Heilmeyer,
1966; Hayashi et al., 1993).

Des mutations bialléliques dans le géne DMT1, codant DMT1 impliquée dans l’absorption du fer ali-
mentaire et le transport du fer a l'intérieur des cellules, sont retrouvées chez des patients présentant
une anémie hypochrome et une surcharge en fer (Shahidi et al., 1964; Mims et al., 2005). Il est intéres-
sant de noter que ce méme phénotype a été retrouvé dans une famille ou une variation tronquante
dans le géne STEAP3 a été retrouvée a l’état hétérozygote (Grandchamp et al., 2011).

Enfin, une mutation dans le géne FTH, codant la sous-unité lourde de la ferritine, plus précisément
dans l’élément IRE, a été décrite dans une famille japonaise présentant une surcharge en fer avec
hyperferritinémie et élévation du CST. Les imageries du foie et de la rate ainsi que la biopsie hépatique
montraient un dépot de fer localisé dans le foie et la rate, évocateur d’une hémochromatose (Kato et
al., 2001), ce qui lui a valu le terme d’HC de type 5, mais elle n’est pas une hémochromatose dans le
sens ou il N’y a pas d’atteinte de la synthése ou de la fonction de ’hepcidine.

Nous venons de voir un certain nombre de causes génétiques de surcharge en fer, avec des présenta-
tions phénotypiques différentes. La recherche d’une cause génétique devant un patient présentant
une surcharge en fer n’est pas systématique, et, en dehors de la recherche d’une homozygotie pour
la variation p.Cys282Tyr du gene HFE, les examens plus poussés doivent étre orientés par la clinique,
la biologie et 'imagerie (Figure 23).
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Figure 23: Arbre décisionnel devant une suspicion d’hémochromatose (d’apreés Brissot et
al. 2018).

3.4.4. La maladie de la ferroportine et ’hémochromatose de type 4

Le cas des mutations du gene SLC40A1 est particulier, et ce pour plusieurs raisons :

« C’est la seconde forme de surcharge en fer génétique apres ’HC de type 1 en termes de
fréquence, avec une prévalence estimée des alléles pathogenes a 0.03% (Wallace and
Subramaniam, 2015) et une répartition mondiale

« C’est la seule forme a ségréger sur le mode autosomique dominant

« selon le type de mutations retrouvées, deux phénotypes distincts sont décrits.

Les premieres descriptions de surcharge en fer liées au gene SLC40A1 datent de 2001, chez des patients
italiens et néerlandais, a savoir les variations p.Asn144His et p.Ala77Asp respectivement (Montosi et
al., 2001; Njajou et al., 2001). Par la suite, d’autres variations ont été décrites, dont certaines récur-
rentes, comme la variation p.Vall62del (Cazzola et al., 2002; Devalia et al., 2002; Roetto et al., 2002;
Wallace et al., 2002a) ou encore la variation p.Argl78Gln (Ka et al., 2018). La description de ces nou-
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velles variations a révélé la présence de deux phénotypes distincts, avec d’une part un CST élevé et un
dépot de fer dans les hépatocytes, et d’autre part une surcharge en fer réticulo-endothélial avec un
CST normal (Drakesmith et al., 2005; Schimanski et al., 2005). Les premiéres analyses fonctionnelles
ont posé ’hypothése de deux conséquences des mutations faux-sens du gene SLC40A1 :

« des mutations, comme les substitutions p.vVal162del et p.Ala77Asp, causent un défaut d’export
du fer par la protéine (Schimanski et al., 2005)

+ d’autres, comme les substitutions p.Tyr64Asn, p.Asn144Asp et p.Cys326Tyr, exportent de facon
normale le fer mais conferent une résistance de la ferroportine vis a vis de son principal régula-
teur, ’hepcidine (Drakesmith et al., 2005), et sont qualifiées de mutation gain de fonction.

Ces deux classes de mutations correspondent a deux entités cliniques distinctes, la maladie de la
ferroportine et ’lhémochromatose de type 4 (Figure 24).
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Figure 24: Dichotomie génétique et clinique des mutations du géne SLC40A1 . Les mutations
perte de fonction sont responsables d’un défaut d’export du fer, entrainant une surcharge en fer
intracellulaire, avec une hyperferritinémie sans augmentation du CST. A 'inverse, les mutations gain
de fonction sont responsables d’une surcharge en fer sanguine, avec une présentation similaire a
’HC de type 1.
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+ Les mutations perte de fonction : la maladie de la ferroportine

Les mutations perte de fonction ont été décrites chez des patients présentant une surcharge en fer
différente de ’HC, avec une hyperferritinémie contrastant avec un CST normal a bas, et un dépét de
fer majoritairement localisé dans le systéeme réticulo-endothélial. Ceci est expliqué par le role des
macrophages dans le recyclage des érythrocytes sénescents, qui accumuleront le fer du fait de la perte
de fonction de la ferroportine. Le défaut d’export de fer dans le sang se traduit également par un CST
normal voire bas (Pietrangelo, 2017).

Cliniqguement, l'absence de surcharge sanguine en fer, et notamment 'absence d’accumulation de fer
libre, explique une sévérité plus faible de la maladie de la ferroportine par rapport a ’HC de type 1 ou
4. Les cellules macrophagiques du foie et de la rate, les plus touchées par la perte de fonction de FPN1,
ont une résistance élevée a 'accumulation de fer, comme en témoignent des valeurs de ferritinémie
trés élevées chez certains patients (Piperno et al., 2020). Cependant, lors de ’évolution de la patholo-
gie, une surcharge mixte peut apparaitre, avec une augmentation du CST et une accumulation de fer
dans les cellules hépatocytaires, pouvant favoriser la fibrogenese et la carcinogenése (Pietrangelo,
2017).

Al'image de ’HC de type 1, une forte hétérogénéité phénotypique est décrite, qui peut étre expliquée
par différents facteurs, tel que le sexe, le poids corporel, la consommation d’alcool... (Le Lan et al.,
2011).

Concernant la prise en charge, la saignée reste comme pour ’'HC le traitement de premiere intention,
bien que la tolérance soit moindre avec un risque d’anémie. Ainsi, il est conseillé de surveiller de fagon
particuliere le taux d’hémoglobine chez les patients, et de maintenir un taux de ferritine sérique plus
élevé que pour ’HC, entre 100 et 200 pg/L (Pietrangelo, 2017). Une récente revue a cependant nuancé
ce constat avec une tolérance équivalente entre les patients avec une maladie de la ferroportine et
ceux avec une HC de type 4 (Vlasveld et al., 2019).

+ Les mutations gain de fonction : ’hémochromatose de type 4

Dans le cas des mutations gain de fonction du gene SLC40A1, la ferroportine devient résistante a
’hepcidine, et n’est donc plus régulée et exporte le fer de fagon inappropriée. A 'image des autres
formes d’HC ou la synthése d’hepcidine est altérée, le fer s’laccumule dans le compartiment sanguin
et le parenchyme hépatique, avec des manifestations phénotypiques comparables a celles observées
pour ’HC de type 1 (Drakesmith et al., 2005; Le Gac et al., 2013; Vlasveld et al., 2019) et une prise en
charge similaire.
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3.4.5. La problématique des mutations du géne SLC40A1 : apport des analyses structurales et
fonctionnelles a Uinterprétation des variations faux-sens

Au niveau génétique, la dichotomie entre les mutations perte et gain de fonction a été évoquée assez
précocément apres la description des familles et les premiéres analyses fonctionnelles (Drakesmith
et al., 2005; Le Gac and Férec, 2005; Schimanski et al., 2005). A ce jour, plus de 70 variations ont été
décrites dans la littérature associées a un phénotype de surcharge en fer, chez pres de 370 patients .
Toutes les variations, a I'exception de la variation p.Val162del, et une variation d’épissage entrainant
un saut d’exon partiel (Le Tertre et al., 2021b) sont des variations faux-sens. L'absence de variations
tronquantes ou de délétion du géne s’explique par la fonction primordiale de la ferroportine dans le
métabolisme du fer, qui serait intolérante a la perte totale d’un allele du gene SLC40A1, en particulier
au niveau placentaire (Donovan et al., 2005).

Le caractere rare, voire privé, des mutations, rend difficile I'interprétation des variations retrouvées
chez des patients présentant une surcharge en fer. Ainsi, assez t6t des analyses fonctionnelles ont
été mises en place, afin de caractériser l'effet des mutations sur la fonction d’export du fer et sur la
relation avec ’hepcidine. Le modéle cellulaire utilisé dés les premieres études a été la lignée cellu-
laire HEK293T, par sa facilité d’utilisation et sa supposée faible expression endogene de FPN1, ce qui
permet de 'exprimer par transfection (Nemeth et al., 2004b; Drakesmith et al., 2005; Schimanski et
al., 2005). De la, des études d’expression membranaire de FPN1, de dosage de ferritine intracellulaire,
d’export de fer radioactif ou encore de liaison hepcidine-ferroportine peuvent étre réalisées en surex-
primant la protéine sauvage ou mutée.

Concernant les mutations perte de fonction tout d’abord, les études fonctionnelles montrent que les
mutations sont responsables soit d’'un défaut d’adressage membranaire de la protéine (et donc par ex-
tension un défaut d’export du fer par la cellule), comme pour les variations p.Ala77asp ou p.Vall62del,
soit d’un défaut d’export du fer malgré un adressage normal a la membrane plasmique, comme les
variations p.Gly80Ser ou p.Asp157Gly (Liu et al., 2005b; Schimanski et al., 2005; Gongalves et al., 2006).
La compréhension des mécanismes menant a la perte de fonction d’export du fer était encore partielle,
et ce n’est qu’avec la description des premiéres structures tridimensionnelles que les hypotheses ont
pu étre soulevées. Entre autres, la combinaison d’analyses structurales et fonctionnelles a permis,
comme nous l'avons vu plus t6t, de mettre en évidence I'importance de la “gate” intracellulaire dans
la stabilisation de FPN1 en conformation “outward-facing” et la fonction d’export du fer. Les résidus
impliqués dans cette “gate” sont le siége de prés de la moitié des variations perte de fonction décrites
a ce jour, décrivant un mécanisme physiopathologique inédit (Ka et al., 2018; Guellec et al., 2019).

Pour ce qui est du gain de fonction, les premiéres études fonctionnelles ont montré impact de
certaines variations, touchant notamment la cystéine en position 326, sur la liaison hepcidine-
ferroportine (Fernandes et al., 2009), confirmant 'importance de ce résidu dans l’interaction entre
les deux protéines. A travers la description de nouvelles variations, une dichotomie semblait émerger
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entre des variations responsables d’une résistance totale a ’hepcidine, plutét situées dans le lobe
C-terminal de la protéine (Létocart et al., 2009; Mayr et al., 2011; Callebaut et al., 2014), et des
variations responsables d’une résistance partielle, localisée majoritairement dans le lobe N-terminal
(Fernandes et al., 2009; Détivaud et al., 2013; Praschberger et al., 2014; Le Tertre et al., 2017). Les
bases moléculaires de cette dichotomie n’étaient en revanche pas connues. Comme expliqué plus
haut, la fixation de ’hepcidine entraine entre autres l'ubiquitination de la ferroportine, suivie de son
internalisation et de sa dégradation. Ce constat permet de soulever plusieurs hypothéses quant aux
mécanismes de résistance a ’hepcidine:

« ily a-t-il un défaut d’interaction hepcidine/ferroportine?

« il y a-t-il un défaut dans les changements conformationnels déclenchés par la fixation de
’hepcidine?

« ily a-t-il un défaut d’'ubiquitination de la ferroportine?

Pour ce qui concerne le défaut d’ubiquitination, Qiao et al. ont mis en évidence 'impact d’une varia-
tion retrouvée chez un patient et touchant une lysine intracellulaire, p.Lys240Glu, responsable d’une
absence d’ubiquitination et donc d’une résistance a ’hepcidine (Qiao et al., 2012).

C’esten 2018 qu’Aschemeyer et al. ont apporté un nouveau regard sur la résistance a ’hepcidine, grace
a la combinaison d’analyses structurales et fonctionnelles de variants de SLC40A1 retrouvés chez des
patients présentant une surcharge en fer. Ils ont ainsi, a partir de cellules HEK293T, pu différencier
d’une part les variants responsables d’un défaut de liaison hepcidine/ferroportine, notamment ceux
touchant les résidus Cys326 (déja connu), Tyr501, Asp504, Asn144, Val72 ou encore Phe508, et d’autre
part des variants qui n’altéraient pas la liaison entre les deux protéines mais réduisaient substantielle-
ment l'ubiquitination de FPN1 et donc sa dégradation. C’est le cas notamment pour les résidus Tyr64,
His507, Ser71, Gly204, Asp270, Ser338, Phe324 et Tyr333. En couplant ces analyses fonctionnelles a
la structure tridimensionnelle de FPN1 (par homologie avec BbFPN), les auteurs ont mis en évidence
que les résidus impliqués dans la liaison avec ’hepcidine étaient plut6t situés dans les hélices trans-
membranaires 2, 4, 7 et 11, dans la cavité centrale qui serait le siege de la fixation de I’hepcidine,
alors que les résidus qui une fois mutés maintiennent une liaison hepcidine/ferroportine sont situés
a la périphérie, a linterface entre plusieurs hélices. Ces derniers seraient donc impliqués dans la dy-
namique des changements conformationnels déclenchés par la fixation de ’hepcidine et possible-
ment impliqués dans 'ubiquitination de FPN1 (Aschemeyer et al., 2018).

La description de nouvelles structures tridimensionnelles de FPN1, et notamment la structure hu-
maine par Billesb@lle et al., a permis de mieux décrire la cavité centrale formée par les lobes N et
C-terminaux de FPN1 (Billesbglle et al., 2020). Les auteurs ont ainsi pu mettre en évidence les réles
structuraux de résidus situés sur les deux lobes dans la liaison avec ’hepcidine. On peut citer la Tyr333
de FPN1 (Zhang et al., 2018c) qui formerait une liaison hydrogeéne avec la Met21 de ’hepcidine, les
résidus Asp504 (Callebaut et al., 2014) et Tyr501 (Létocart et al., 2009) qui interagiraient avec la His3
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de ’hepcidine, ou encore la liaison hydrogene entre les résidus Asn144 (Drakesmith et al., 2005) et
Tyr501 qui stabiliseraient le réseau d’interactions. Par contre, le résidu Tyr64, qui serait en contact
avec l’isoleucine en position 6 de ’hepcidine, ne semble pas étre indispensable a la fixation de cette
derniére, car la substitution de ce résidu n’entraine pas de défaut d’interaction (Aschemeyer et al.,
2018), mais le déplacement de I’hélice transmembranaire 2 autour de la Tyr64 pourrait étre impor-
tant pour l'ubiquitination de FPN1.
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Problématique et objectifs de ma thése

Ma thése porte sur les surcharges en fer liées au géne SLC40A1. Nous venons de voir que les muta-
tions touchant le géne SLC40A1 sont responsables de deux pathologies distinctes, et que les analy-
ses fonctionnelles et structurales permettent d’apprécier les mécanismes physiopathologiques sous-
jacents, tout en permettant une interprétation précise des variations retrouvées chez les patients
présentant une surcharge en fer. Ce dernier point est trés important en clinique, et le cas du géne
SLC40A1 représente trés bien les difficultés d’interprétation des variations faux-sens, pour plusieurs

raisons:

« Larareté de la pathologie, bien qu’elle soit la seconde forme d’hémochromatose en termes de
fréquence

« Larareté des mutations, qui sont, en dehors de quelques mutations récurrentes, privées

« L’hétérogénéité phénotypique, avec une pénétrance incompléte et une expressivité variable,
rendant difficile l'interprétation des données de la base gnomAD

+ La dichotomie des variations, avec des variations perte et gain de fonction

« La prédominance, quasi exclusive, de variations faux-sens

« La présence de phénocopies, avec de nombreuses causes génétiques ou secondaires de sur-
charges en fer.

Ainsi, la découverte d’une variation rare non encore décrite du gene SLC40A1 dans le bilan d’une sur-
charge en fer de suffit pas a conclure a sa pathogénicité, comme l'ont montré les travaux menés dans
le laboratoire ou j’ai réalisé ma these (Callebaut et al., 2014).

En 2015, Richards et al. ont proposé des recommandations pour U’interprétation des variations con-
stitutionnelles (Richards et al., 2015), prenant en compte des arguments populationnels (présence
du variant en population générale), structuraux (position de la variation, type de variation), de
conservation, bibliographiques, fonctionnels et familiaux. Chaque argument a un poids différent
pour linterprétation des variations en cinq classes, de bénin a pathogene. Lutilisation de ces
recommandations, qui ont été mises a jour régulierement depuis la premiere publication, permet
une aide pour le biologiste dans linterprétation d’une variation. Cependant, les particularités de
chaque gene et leur protéine, tant au niveau structural que fonctionnel, ne permettent pas toujours
de classer de facon certaine les variations, notamment faux-sens, avec parfois la nécessité de l'aide
d’un expert travaillant sur ce géne. Les particularités citées plus haut pour le cas des variations
touchant le géne SLC40A1 rendent difficiles leur interprétation en I'absence de données structurales
et fonctionnelles.

Pour répondre a la question de l'interprétation des variations rares du geéne SLC40A1, mon travail de
these, plus précisément du premier chapitre, s’est articulé autour de ces objectifs :
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« Apporter une aide a linterprétation des variations rares du géne SLC40A1, a travers une revue
des variations décrites dans la littératures, reclassées sur des bases fonctionnelles, structurales
et in silico, de corrélations génotype/phénotype et la création d’une base de données locus-
spécifique.

« Améliorer la compréhension des mécanismes de résistance a ’hepcidine par la mise en place
d’analyses fonctionnelles et structurales des variants du géne SLC40A1 retrouvés dans le cadre
du diagnostic moléculaire de surcharges en fer.
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Article 1: The spectra of disease-causing mutations in the ferroportin 1
(SLC40A1) encoding gene and related iron overload phenotypes
(hemochromatosis type 4, ferroportin disease)

Dans ce premier article, nous avons, a partir d’une revue de la littérature, entrepris un travail de re-
censement et classification de toutes les variations décrites, a la fois sur la base de la classification
de 'ACMG, et d’autre part, pour les variations pathogenes, selon leur conséquence : perte ou gain
de fonction. Nous avons tenté, pour les variations sans données fonctionnelles, de nous baser sur la
structure 3D de la protéine pour permettre d’aider a Uinterprétation. Nous avons également comparé
différents outils de prédiction in silico disponibles sur les variations clairement pathogenes ou neu-
tres, afin de déterminer la stratégie générant le moins de faux négatifs ou faux positifs pour classer
d’éventuelles nouvelles variations.

Enfin, nous avons comparé les données phénotypiques disponibles en classant les patients comme
suit:

« Maladie de la ferroportine pour les mutations perte-de-fonction

« Hémochromatose de type 4 pour les mutations gain-de-fonction

« Hyperferritinémie inexpliquée pour les variations de signification incertaine et les variations
neutres.

Nous affinons ainsi les phénotypes associés, bien que les données cliniques disponibles dans la lit-
térature soient souvent incompletes.

Toutes cesdonnées ont été intégrées dans une base de données UMD (“Universal Mutation Database”),

afin d’étre accessibles a la communauté.

Cet article sera soumis a la revue Human Mutation dés que la base de données sera en ligne.
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Abstract

SLC40A1 is the sole iron export protein reported in mammals and is key player in both cellular and
systemic iron homeostasis. This unique iron exporter, which belongs to the Major Facilitator
Superfamily, is predominantly regulated by the hyposideremic hormone hepcidin. SLC40A1
dysfunction causes Ferroportin Disease, and autosomal-dominant iron overload disorder
characterized by cellular iron retention, principally in reticuloendothelial cells, correlating with high
serum ferritin and low to normal transferrin saturation. Resistant to hepcidin SLC40A1 mutations are
rather associated with elevated plasma iron and parenchymal iron deposition, a condition that
resembles HFE-related hemochromatosis and is associated with more clinical complications. With
very few exceptions, only missense variations are reported at the SLC40A1 locus; this situation
increasingly limits the establishment of pathogenicity. In this mutation update, we provide a
comprehensive review of all the pathogenic or likely pathogenic variants, variants of unknown
significance, and benign or likely benign SLC40A1 variants. The classification is essentially determined
using functional, structural, segregation and recurrence data. We furnish new information on
genotype-phenotype correlations for loss-of-function, gain-of-function and other SLC40A1 variants,
confirming the existence of wide clinical heterogeneity and the potential for misdiagnosis. All
information is recorded in a locus-specific online database that is accessible at

http://umd.be/SLC40A1/.

KEYWORDS: Ferroportin 1, mutation spectrum, Ferroportin disease, Hemochromatosis type 4,

UMD-SLC40A1 Locus-specific database
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1- INTRODUCTION

The solute carrier family 40 member 1 (SLC40A1), now preferably referred to as ferroportin 1 (FPN1),
is the sole iron export protein reported in mammals and is a key player in both cellular and systemic
iron homeostasis (Hentze et al.,, 2010; Drakesmith et al., 2015; Anderson and Frazer, 2017). It is
expressed in all types of cells that handle major iron flow, including macrophages, duodenal
enterocytes, hepatocytes, erythrocytes, and placenta syncytiotrophoblasts (Donovan et al., 2005;
Zhang et al., 2018a, 2018b). SLC40A1 activity is predominantly regulated by the liver-derived peptide
hepcidin which, depending on the cell type, induces internalization and degradation of SLC40A1 or
blocks the SLC40A1-related iron transport mechanism (occlusive effect of hepcidin), thus decreasing
iron delivery to plasma (Zhang et al., 2018a). The hepcidin-ferroportin 1 axis plays an important role
in the pathogenesis of inherited and acquired iron metabolism disorders, including iron overload
diseases and iron-restricted anemia (Girelli et al., 2016). Down-regulation of SLC40A1 has also been
detected in various types of cancer, where it is thought to promote iron retention and cell

proliferation (Kong et al., 2019).

The SLC40A1 gene (LRG_837), which is located on chromosome 2 (2g32.2), is composed of
eight coding exons that are spread on approximately 20kb of genomic DNA and give rise to a 571
amino acid protein of 62.5kDa (UniprotKB: Q9NP59). The reference transcript (ENST00000261024.6;
NM_145585.5) contains an iron-responsive element (IRE) in its 5’-untranslated region (UTR), which
allows for post-transcriptional regulation via the iron-responsive element/iron regulatory proteins
(IRE/IRP) system as observed for other important iron metabolism genes (Muckenthaler et al., 2008).
Under low-iron conditions, IRPs bind to the 5’-UTR IRE, resulting in inhibition of FPN1 translation and
reduction of iron efflux from cells. It is noteworthy that duodenal epithelial and erythroid precursors
cells express a shortened SLC40A1 transcript (in addition to the canonical one), which encodes the

full-length protein but lacks the IRE and thus escapes translational repression (Zhang et al., 2009).
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SLC40A1 belongs to the Major Facilitator Superfamily (MFS), which is the largest group of
phylogenetically related secondary active transporters (commonly called “SolLute Carriers”: SLCs).
MFS proteins are present in cells across all life kingdoms, controlling the flow of a wide range of
substrates (inorganic ions, metabolites, neurotransmitters and drugs) over lipid bilayers (Yan, 2015;
Perland et al., 2017). Despite low sequence similarities, MFS members share a common architecture
consisting in twelve transmembrane (TM) helices organized into two structurally similar lobes, each
including 6 TMs (N-lobe: TM1-TM6; C-lobe: TM7-TM12). The two lobes are connected by a long and
flexible intracellular loop that can be subjected to post-translational modifications, such as
ubiquitination of FPN1 upon its downregulation by hepcidin (Qiao et al., 2012; Drew et al., 2021).
They interact together and orchestrate transitions between two extreme conformational states,
outward-(OF) and inward-facing (IF), according to the alternating access model of membrane
transport (Quistgaard et al., 2016; Drew et al., 2021). During the structural transitions, the substrate
sits at the approximate center of the transporter and is not accessible to either side of the
membrane. Since 2015, the ferroportin three-dimensional (3D) structures of different organisms have
been captured in distinct conformational states (Taniguchi et al., 2015; Deshpande et al., 2018;
Billesbglle et al., 2020; Pan et al., 2020), with implications for our understanding of the molecular
basis of the iron transport cycle and some important clues about mammalian or human specificities,

and in particular those related to hepcidin regulation (Billesbglle et al., 2020; Le Tertre et al., 2021a).

The existence of an adult, autosomal dominant primary iron overload, soon regarded as an
atypical form of hemochromatosis (HC) and now also referred to as ferroportin disease (FD)
(Pietrangelo, 2017), was based on the description of two SLC40A1 missense mutations, namely
p.Ala77Asp and p.Asn144His, in Italian and Dutch pedigrees (Montosi et al., 2001; Njajou et al., 2001).
The study of few other families (Le Gac and Férec, 2005) and the achievement of in vitro assays
(Drakesmith et al., 2005; Schimanski et al., 2005) then revealed the existence of two functional
categories of SLC40A1 gene mutations underlying two distinct clinical entities. Loss-of-function (LOF)

mutations, such as p.Ala77Asp, affect cellular localization of SLC40A1 and/or its iron export function.
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This results in cellular iron retention, principally in reticuloendothelial cells, and relative plasma iron
deficiency. Laboratory tests show a significant increase in serum ferritin, which contrasts with a
normal or slightly increased transferrin saturation. As the disease progresses, iron is deposited in
parenchymal cells, normally accompanied by a rise in transferrin saturation. This iron overload
phenotype, which has historically been associated with HC type 4A, is typical of FD. Gain-of-function
(GOF) mutations, such as p.Aspl144His, result in partial to complete resistance to hepcidin. This leads
to excessive iron export to the bloodstream, increased transferrin saturation and progressive iron
accumulation in parenchymal cells (primarily hepatocytes). These biologic and histologic features
mimic the natural history of HFE-related HC; hence, GOF SLC40A1 mutations are associated with HC
type 4 (historically referred to as HC type 4B, and nowadays also described as non-classical FD)

(Vlasveld et al., 2019; Piperno et al., 2020).

The interpretation of missense variations and their association with disease phenotypes is
one of the greatest challenges in medical genetics. This is particularly true for SLC40A1-related
diseases, which are overwhelmingly associated with rare or private missense variations and are
characterized by incomplete penetrance and variable expressivity, with several phenocopies that may
confound clinical diagnosis (Vlasveld et al., 2019). Pedigree analyses have revealed the influence of
age and sex in the progression of iron overload, with clinical phenotypes being mainly observed in
adult males (Le Lan et al., 2011). Phenocopy, defined as an environmentally induced, non-hereditary
phenotype that mimics one produced by a gene (Klein et al., 2011), is a growing concern due to
increasing descriptions of variants in isolated individuals with hyperferritinemia. In clinical practice,
mild elevations of serum ferritin (300-1,000 pg/L) are predominantly related to non-genetic
conditions, the majority of which are not the result of true iron overload (Wong and Adams, 2006;
Adams and Barton, 2011). In vitro assays are increasingly used to differentiate causal mutations from
neutral variations identified in suspected FD or HC type 4 patients. Some experimental data are
however questionable, with no obvious relationship with clinical observations (Vlasveld et al., 2019).

Various in silico prediction tools have also been tested but have not yet been found to be very
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informative (Mayr et al., 2010; Vlasveld et al., 2019), probably due to the non-consideration of the
molecular-level effect of missense variants in the context of SLC40A1 3D structures. The problem may
be exacerbated by the existence of several distinct disease mechanisms, some of which depend on

specific groups of amino acids (Aschemeyer et al., 2018a; Guellec et al., 2019).

In this study we provide an overview of all SLC40A1 variants that were published before
January 2022. SLC40A1 variants associated with relevant phenotypical data were manually curated
and entered into a new UMD locus specific database at http://umd.be/SLC40A1/. We summarize the
latest in vitro data and provide a structural rationalization of LOF and GOF mutations. We re-evaluate
in silico prediction tools and classify all the curated variants according to the American College of
Medical Genetics (ACMG) and Association for Molecular Pathology (AMP) guidelines. We finally
discuss the biological effect and clinical relevance of pathogenic or likely pathogenic mutations and

variants of unknown significance.

2- VARIANTS

Each published variation was checked for accuracy and named, or curated, using the Human Genome
Variation Society nomenclature (https://varnomen.hgvs.org/) and the canonical full-length reference
transcript NM_014585.5 (in human genome GRCh37). We did not include three non-coding variations
(c-181A>G, .-428-427GG>TT and c.-59-45del) with no known functional impact, and further
excluded nine missense variations (p.Ala45Glu, p.Ala69Val, p.Ser71Phe, p.Trp158Leu, p.Asn185Thr,
p.Ala232Asp, p.Gly267Asp, p.Arg371TRp, p.Arg371GIn) due to the lack of phenotypic information
(Cremonesi et al., 2005; Cunat et al., 2007; Relvas et al., 2009; Le Lan et al., 2011; Del-Castillo-Rueda
et al., 2012). Of the total 65 variants compiled in Table 1, 40 were found in single patients or single
families (62%), 21 were recurrent in up to four families (32%) and only four (p.Argl78GIn and
p.Gly490Asp, p.Gly80Ser, p.Val162del) were reported in nine, 12 and 20 families, respectively (6%).
The missense variation type is almost exclusive (98%); apart from this type of variation, only the

p.Val162 single-amino-acid in-frame deletion has been consistently associated with iron overload
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phenotypes. The p.Gly468Ser substitution must be considered separately, in that the underlying
¢.1402G>A transition disrupts the exon 7 donor site, resulting in the use of an exonic cryptic splice
site and the generation of a truncated reading frame (Lee et al., 2007; Le Tertre et al., 2021b), while
the Gly468 to Ser amino acid change by itself has no obvious effect on the ability of SLC40A1 to
export iron (Le Tertre et al., 2021b). The variants included in the study ultimately correspond to 48

different amino acids (of the 571 that make up the human FPN1 protein); distribution shown in Figure

2.1- Functional annotation of SLC40A1 variants according to in vitro analyses

The available experimental information, taken from 28 publications and a variety of
heterologous cell-based assays (Table 1), was manually curated and used for SLC40A1 variants

|”

classification into “loss-of-function” (LoF), “gain-of-function” (GoF) or “neutral” categories.
Twenty-one (of 65) SLC40A1 variants that were proven to reduce cell surface expression and/or result
in decreased iron export (impact on FPN1 biogenesis or its conformational changes within the lipid
bilayer) were classified as LoF (colored in green in Figure 1A). Eighteen SLC40A1 variants that did not
significantly alter cell surface expression and iron export, but were shown to confer total or partial
resistance to hepcidin, were classified as GoF (colored in red in Figure 1A). Eight SLC40A1 variants

|II

that produced no obvious change from the wild-type protein were listed as “neutral” (colored in blue
in Figure 1A). It is important to mention that the eight variants were also investigated for their

possible effect on pre-mRNA splicing and that no abnormalities were found (Callebaut et al., 2014).

No functional data was available for 17 missense variants, while we decided to ignore those
published for the p.Ser209Leu substitution because of a fairly obvious discrepancy between the
assumption made by An P. and collaborators about a gain-of-function mechanism (An et al., 2017)
and the phenotypic data provided by the authors in two distinct publications (An et al., 2017; Wang

et al., 2017).
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Ten of the eighteen missense variants without functional data were at the same eight
positions (Tyr64, Gly80, Arg88, Asnl44, Aspl57, Leu233, Cys326, Arg329) than substitutions that
were analyzed in vitro and recognized as either LoF or GoF mutations (colored in grey in Figure 1A).
Five of the eight residues thus considered were found to be strictly conserved in all vertebrates
(Supplementary Figure 1), whereas the remaining three (Asn144, Cys326, Leu233) diverged only in
bacteria. We examined the difference for each amino acid pairs in terms of side chain atoms
composition, polarity and volume by using the Grantham matrix (Grantham, 1974; Li et al., 1984). The
Grantham score (GS) for the 10 amino acid changes without functional data ranged from 23 to 205
(corresponding to an exchange between two amino acids separated by a very small physiochemical
distance, and a very important physiochemical distance, respectively). Six substitutions were
predicted to be conservative (p.Aspl157Asn, p.Asn144Ser, p.Leu233Val; Grantham score: 0-50) or
moderately conservative (p.Tyr64His, p.Arg88Thr, p.Arg88lle; Grantham score: 51-100) with lower GS
scores than substitutions functionally described as pathogenic (e.g. p.Aspl57Tyr, p.Aspl57Gly,
p.Asn144His, p.Asn144Thr, p.Leu233Pro, p.Tyr64Asn, p.Arg88Gly). Conversely, four substitutions were
classified as moderately radical (p.Gly80Val, p.Asp157Ala, p.Arg489Ser; Grantham score: 101-150) or
radical (p.Cys326Phe; Grantham score >150) with higher GS scores than substitutions functionally
described as pathogenic (e.g. p. Gly80Ser, Aspl157Gly, p.Argd89Lys, p.Cys326Ser, p.Cys326Tyr).
Although interesting, these few observations did not take into account the structural features of the
protein; therefore, they were not considered sufficient to predict the deleteriousness of the variants

(also see section 2.3).

The functional importance of Leul29, Val160, Argl79, Ser209, Ala350, Gly494, Val511 and
Val531 (colored in orange in Figure 1A) is yet to be elucidated. The eight residues are relatively well
conserved in vertebrates (Supplementary Figure 1), suggesting the existence of structural and/or
functional constraints, but they occur in regions of the protein whose functional importance has not

yet been specified. The cellular effects of changes at these positions thus remain elusive.
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2.2- SLC40A1 variant spectrum and structural rationalization of LoF and GoF mutations

As illustrated in Figure 1A, the 65 variants investigated in this study have been identified throughout
the SLC40A1 coding sequence, with the exception of exons 1 and 2. No hotspot can be clearly
defined, although ten residues are found to be recurrently mutated: p.Tyr64, p.Gly80, p.Arg88,
p.Asnld44dn, p.Aspl57, p.Gly204, p.Leu233, p.Cys326, p.Argd89 and p.Gly490. Functionally
characterized LoF (variants in green) or GoF (variants in red) have been reported at any of these 10
amino acid positions. Similarly, variants have been identified in various topological regions of the
SLC40A1 protein, with the exception of the N-terminus and the transmembrane helices 1, 9 and 10

(Figure 1B).

Billesb@lle et al. recently used cryo-electron microscopy to solve three-dimensional
structures of human SLC40A1 (HsSLC40A1) in the outward-facing conformational state, which is
regarded as the basal state (Billesbglle et al., 2020). The mapping of disease-causing mutations on the
HsSLC40A1 3D structure with hepcidin (pdb 6WBV) leads to observe a clear separate distribution into
functional subtypes (Figure 2). The loss-of-function missense mutations are rather located at the
cytoplasmic interface (Figure 2A) suggesting that this region may be important for the iron export
function. This point was already made by Wallace and collaborators over 10 years ago (Wallace et al.,
2010), based on de novo 3D structure models. As a matter of fact, we have shown that the
intracellular gate, which regulates access from the cytoplasm to the central substrate-binding pocket
(or central cavity), is stabilized by non-covalent interactions (salt bridges and hydrogen bonds)
between the TM2, TM3, TM4 and TM11 transmembrane helices, on the one hand, and the TM5 and
TM10 transmembrane helices, on the other hand (Guellec et al., 2019). We identified 12 residues
(Asp81, Asp84, Lys85, Arg88, Aspl157, Asn174, Argl78, Asp473, GIn478, Argd89, Gly490, 11e491) that
are critical for protein stability and/or conformational changes during the iron transport cycle. We
pointed out that a total of 13 missense variations affecting 7 (Asp84, Arg88, Asp157, Asn174, Argl78,

and Gly490) of the 12 considered gating residues were reported in 77 patients with common features
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of FD. These missense variations could be responsible for two distinct loss-of-function mechanisms:
protein misfolding and reduced expression on the cell surface, or failure to export iron (Ka et al.,
2018; Vlasveld and Swinkels, 2018; Guellec et al., 2019). The gain-of-function mutations are rather
concentrated around the central cavity (Figure 2B), which actually contains two divalent
metal-binding sites (one in each lobe) and the hepcidin-binding site (Billesbglle et al., 2020). This last
one is centered on the Cys326 residue, which is strictly conserved in all vertebrates and may have
evolved in conjunction with hepcidin to control systemic iron homeostasis (Nemeth and Ganz, 2021).
At first glance, a functional dichotomy seemed to emerge between missense mutations located in the
C-lobe, in particular those affecting positions Cys326, Asp504 and His507, which were associated with
the highest degree of hepcidin resistance, and missense mutations located in the N-lobe, in particular
those affecting the recurrently mutated Gly204 and Asn144 positions, which were found to induce
partial resistance to hepcidin (Le Tertre et al., 2017). But things could actually be more complex and
depend on the effect of mutations on hepcidin binding (on each lobe) and/or hepcidin-dependent
ubiquitination (in the case of hepcidin-induced endocytosis and degradation of SLC40A1) following
subtle conformational changes (Aschemeyer et al., 2018a; Billesbglle et al., 2020). The effects of

different mutations may also vary depending on the cell type (Aschemeyer et al., 2018).

2.3- Structural annotation of SLC40A1 missense variants without functional data

The evolutionary conservation of amino acids (Supplementary Figure 1) and the Grantham scores
presented in section 2.1 provide some interesting clues about the biochemical consequences of the
SLC40A1 substitutions for which no functional data are currently available, but they do not account
for the context of the protein 3D structure and dynamics, nor its biology and interactions with the
lipid membrane environment. To better predict effects of the SCL40A1 missense variants occurring at
recurrently mutated positions, especially those that are more likely to be tolerated (substitution with

chemical similar amino acids), we leveraged the 3D structure of human SLC40A1 (in its outward-open
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facing conformation) taking into account current knowledge about the iron export mechanism and its

regulation by hepcidin.

As aforesaid, Arg88, Asp157 and Arg489 play a critical role in the architecture of the human
SLC40A1 intracellular gate (Guellec et al., 2019). The loss of a salt bridge in the cytoplasmic network
connecting these three charged amino acids can result in folding defects in TM helices TM3, TM4 or
TM11 and their assembly or local instability of the SLC40A1 structure in its outward-open
conformation. In this regard, it is very likely that the p.Arg88Thr, p.Arg88lle, p.Aspl57Asn,

p.Aspl157Ala and p.Arg489Ser missense variants reduce ability of SLC40A1 to export iron out of cells.

As shown in Figure 3A, some other 3D structure features are likely to contribute to the
stability of the human SLC40A1 inner gate. First, a tight packing of the helices TM2 and TM11 is
ensured by two glycine zipper motifs (formed on the one hand by TM2 Gly76 and Gly80 and on the
other hand by TM11 Gly490 and Gly494), which face each other. The glycine-to-aspartic acid 494
substitution in such an environment is predicted to cause local structure instability, as the
p.Gly490Asp substitution which appears to be particularly frequent in patients originating from the
Reunion Island and has been associated with a significant reduction of the SLC40A1 cell-surface
expression (Callebaut et al., 2014). Second, an additional bond (H bond) is formed between the side
chain of Arg88 and the oxygen main chain atom of Leu233, further stabilizing the
Argd89-Asp157-Arg88 interaction network. The Leu hydrophobic amino acid, which emerges at the
end of a short helix that is located immediately after TM6, also makes CH-m contacts with Trp158
within the hydrophobic core of the gate. The leucine-to-proline 233 substitution, which has also been
proven to reduce the cell surface expression of SLC40A1 (Callebaut et al., 2014), is likely to affect the
interaction with Trp158, but also, via a modification of the local conformation of the short helix, lead
to the loss of the H bond with Arg88. The p.Leu233Val missense mutation might have a more
moderate effect, impairing the interaction with Trpl58 without necessarily affecting the

conformation of the small helix and the H bond with Arg88.
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It has previously been established that the thiol group in the side chain of Cys326 in the
SLC40A1 C-lobe is mandatory for hepcidin binding (Preza et al., 2008), and it has recently been
demonstrated that the sulfur atom of this particular amino acid interacts with the main-chain oxygen
atoms (O and OXT) of hepcidin Thr25 (3.28 et 3.78 A; Figure 3B) (Billesbglle et al., 2020). As the
functionally characterized and well-defined p.Cys326Ser and p.Cys326Tyr GoF mutants (Table 1), it
must therefore be assumed that the p.Cys326Phe missense variant hampers the post-translational

regulation of SLC40A1 by hepcidin.

As shown in Figure 3B, Tyr64 and Asn144 make part of the hepcidin binding pocket within the
SLC40A1 N-lobe. The Asn144 side chain atoms interact with the hydroxyl atom of Tyr501 (3.4 A and
3.7 A with the OD1 and ND2 atoms of Asn144), which stacks with the imidazole side chain of hepcidin
His3. Tyr64 is located less deeply in the pocket, interacting with hepcidin Phe4 and lle6, and it has
been suggested that the outward displacement of TM2 near this amino acid pun hepcidin binding
play a key role in SLC40A1 ubiquitination (Billesbglle et al., 2020). In support to this idea, the
p.Tyr64Asn missense mutation has been consistently reported to reduce SLC40A1 ubiquitination and
prevent its intracellular degradation, without altering hepcidin binding (Fernandes et al., 2009;
Aschemeyer et al., 2018). It can be assumed that the p.Tyr64His substitution produces similar effects.
Regarding the SLC40A1-Tyr501/Hepcidin-His3 interaction, it is worthwhile to remember the results
obtained by Aschemeyer and her collaborators showing that the p.Tyr501Cys mutant is no longer able
to interact with hepcidin, in a manner comparable to the p.Cys326Ser mutant (Aschemeyer et al.,
2018). Less obvious, perhaps, is the situation of the mutants described at the Asnl144 position
(p.Asn144His, p.Asn144Asp and Asn144Thr), which have been investigated by different groups and
have been most commonly reported as partial GoF variants with no formal demonstration of a loss of
interaction between hepcidin and SLC40A1 (all references provided in Table 1). This is well
exemplified by the p.Asn144Asp variant which has been alternatively described as a variant that

prevents binding to hepcidin (Aschemeyer et al., 2018), and as a variant that does not (or in a very
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partial manner; Fernandes et al., 2009), although both studies indicate that SLC40A1 resistance to

hepcidin is incomplete.

2.4- Performance of in silico prediction tools for the classification of SLC40A1 missense variants

There are a number of software algorithms which can be used to predict the impact of novel
missense variants on protein function. In the present study, we evaluated the performance and
reliability of ten prediction tools commonly used in medical genetics and by different web-based
classification tools, namely, SIFT (Ng and Henikoff, 2001), PolyPhen-2 (Adzhubei et al., 2010),
Mutation Taster2 (Schwarz et al., 2014), GERP++ (Davydov et al., 2010), MetalLR (Dong et al., 2015),
MetaSVM (Dong et al., 2015), UMD-Predictor (Salgado et al., 2016), REVEL (loannidis et al., 2016),

CADD (Kircher et al., 2014; Rentzsch et al., 2019) and DANN (Quang et al., 2015).

Our evaluation set included 27 LoF variants (20 annotated on the basis of experimental data
and 7 annotated on the basis of structural analysis; see the previous sections), 21 GoF variants (18
annotated on the basis of experimental data and 3 annotated on the basis of structural analysis) and
8 neutrals variants (the only ones for which functional data have been published to date; Callebaut et
al., 2014). By comparing the predictions made by stand-alone tools, we identified Mutation Taster as
the only computational approach that did not result in false negative predictions (Supplementary
Table 1). We found four LoF missense variant and seven GOF missense variants that were wrongly
categorized as neutral by at least one of the other nine in silico tools; SIFT having the lowest
sensitivity (79.6%). All tools suffered from a lack of specificity, resulting in an excessive rate of variants
classified as pathogenic at the forefront of which is Mutation Taster. Seven neutral variants were thus
wrongly classified by at least two computational predictors. Two of these variants (p.lle180Thr and

p.Leu345Phe) were misclassified by all ten tools.

By combining the predictions made by two neural networks, namely CADD and REVEL, we
reached a positive predictive value (PPV) of 95,7% (44 true positive variants versus 2 false positive

variants). It is important to note that the four p.Asp270Val, p.Ser338Arg, p.Lys140Glu and
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p.Arg296GIn amino acid changes were not included in the PPV calculation because they were
correctly classified by only one of the two selected tools (Supplementary Figure 2A). It also important
to emphasize that the two p.lle180Thr and p.Leu345Phe neutral variants were still wrongly
categorized as pathogenic by CADD and REVEL. The sensitivity of the combined approach was 100%
(CADD: 95.8%; REVEL: 97.9%), and the specificity was 71.4% (CADD: 62.5%; REVEL: 75.0%); still only
considering the 52 (of 57; 91,1%) SLC40A1 missense variants that did not show conflicting

predictions.

The fact that the p.llel80Thr and p.Leu345Phe variants are systematically classified as
pathogenic by the prediction tools may seem curious. Indeed, the two residues are well conserved
between species, with the exception of the leucine residue that is changed by a phenylalanine in the
primary sequence of the bacterial homologue BpFPN. Furthermore, both residues are located on the
hydrophobic side of transmembrane helices (TM5 and TMS, respectively). The hydrophobic character
is, however, conserved at these two positions for the observed missense variations, which should
therefore not be structurally damaging. Another possible explanation is that the two variants were
overlooked due to inappropriate in vitro methodologies. It is advisable to remember here that the
ACMG/AMP framework assigns strong weight to in vitro findings, but not stand-alone (Richards et al.,

2015), owing that the biological complexity of a protein cannot be fully reproduced in cellular models.

In an attempt to go one step further, we finally compared the predictions made by CADD and
REVEL for the 59 SLC40A1 substitutions referenced in the public Genome Aggregation Database
(GnomAD; V2.2.1) with a frequency > 0.00001 and for the 63 missense variations selected in this
study (Table 1). Regardless of the tool considered, the set from GnomAD was highly enriched in
variants predicted as benign (CADD median score: 18.47 vs. 25.02; REVEL median score: 0.38 vs. 0.76;
p<0.0001) Supplementary Figure 2B). However, by combining CADD and REVEL, we noted that 12 of

the GnomAD variants, or about 20%, were predicted to be deleterious (Supplementary Figure 2A).
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A major limitation of this evaluation of in silico prediction tools is the low proportion of
missense variants recognized as benign. An ideal dataset would have as many true positives as true
negatives. As they stand, our observations are consistent with a variety of results from similar studies
(Leong et al., 2015; Miosge et al., 2015; Ernst et al.,, 2018; Meléndez-Aranda et al., 2019), each
confirming that computational methods generate a low rate of false negative but a high rate of false
positive. The combination of CADD and REVEL did not overcome this drawback for SLC40A1 variants.
At best, it may help focus resources on variants that could warrant family studies and/or functional

explorations.

3- The UMD-SLC40A1 database

We have established a web-based, manually curated database that gives a complete overview of the
SLC40A1 variants which have been published in the medical literature and have been associated with
mild to severe iron overload phenotypes. This database has been developed to aid both clinicians and
scientists. It has been constructed from the generic software called UMD ("Universal Mutation
Database”; Béroud et al., 2000), which is today recognized by the Human Genome Organization
(HUGO) and the Human Genome Variation Society (HGVS) as a reference tool to build the Locus
Specific Databases (LSDB). All the software has been built with the 4" Dimensional language (4D).
UMD-SLC40A1 is a dynamic database, in the meaning that it also includes various computerized tools
for the analysis of variants. Project and online publishing was approved by the French supervisory
authority (“Commission Nationale pour I'Informatique et les Libertés”; registration no. 908361) and
the national ethics committee, Comité Consultatif pour le Traitement de I'Information en matiere de
Recherche dans le domaine de la Santé (no. 07.421), and registered under no. 91513. The database

will be freely accessible online at http://umd.be/SLC40A1/.

UMD-SLC40A1 currently contains the 65 variants presented in this article, which have been
split into 336 entries (one per patient). We excluded a few patients harboring the p.Arg88Gly,

p.Cys326Ser, p.Aspl81Val, p.Gly204Ser, p.His507Arg or p.Ser209Leu missense mutation due to the

105



lack of individual phenotypic information (Sham et al., 2005; Santos et al., 2011; Détivaud et al., 2013;
Praschberger et al.,, 2014; Yamakawa et al., 2016; An et al., 2017a). A unique entry number was
created for each patient and second number was generated for each family; relatives (N=196) were
assigned a number based on the index case (N=140) and the family numbers. Phenotypic data had to
include gender, age at diagnosis, transferrin saturation and serum ferritin. Other clinical data were
systematically recorded when available; these included: laboratory findings (hemoglobin, hematocrit,
red blood cells, mean corpuscular volume, C-reactive protein, y-glutamyl transferase, aspartate
transaminase, alanine transaminase, ...). Magnetic Resonance Imaging and/or biopsy data (hepatic
iron concentration, tissue-specific localization of iron) and clinical manifestation of iron overload
(asthenia, arthralgia, skin pigmentation, type 1 or type 2 diabetes mellitus). Patterns of excessive
alcohol consumption and the metabolic syndrome, which cause hyperferritinemia, with or without
associated iron overload, were also documented. The standard PubMed identifier (PMID) of each
publication where phenotypic data were retrieved was entered into the database and linked to the
relevant entry numbers. Relatives with negative SLC40A1 genetic testing were not included in the
database.

Each variant was classified using a process consistent with the guidelines of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology in one of the
following five classes (Richards et al., 2015): benign variant (BV, class 1), likely benign variant (LBV,
class 2), variant of uncertain significance (VUS, class 3), likely pathogenic variant (LPV, class 4), and
pathogenic variant (PV, class 5). We informed manually the criteria based on our literature review and
the GnomAD population database. For familial segregation, we calculated the co-segregation score as
described by Jarvik et al. (Jarvik and Browning, 2016). We used the strong evidence codes PS3
(abnormal protein function) and BS3 (normal protein function) for 47 missense variants with
validated in vitro functional characterization (see section 2.1). We chose to extend the PS3 score to 10
variants corresponding to recurrently altered positions and for which we could provide structural

evidence of pathogenicity (see sections 2.1 and 2.3). We also did this for the p.Gly494Asp variant that
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is predicted to be deleterious by all in silico tools (Supplementary Table 1) and is very likely to alter
interactions between the human SLC40A1 N- and C-lobes in the outward-facing conformation (see
section 2.3). We reserved the PP3 (multiple lines of computational evidence support a deleterious
effect on the protein) score for the p.Leu233Pro, p.Val160Ala, p.Arg179Thr, p.Ala350Asp, p.Val511lle
and p.Val531Ala variants that had not been functionally assessed and had a CADD score > 20 and a
REVEL score > 0.5. We did not assign the PP3 score, nor the BP4 (multiple lines of computational
evidence suggest no impact on the protein) score to the p.Ser209Leu variant that led to divergent
predictions.

Overall, we have described each variant in accordance with its: i) positions in the SLC40A1
gene (c.) and the human SLC40A1 protein (p.), also considering the protein structure (TM:
transmembrane helices; ECL or ICL: extra- or intracellular loops), ii) reported functional effect
(loss-of-function, gain-of-function, neutral), iii) ACMG/AMP classification, and iv) relationship with
clinical phenotypes (ferroportin disease, hemochromatosis type 4, unexplained hyperferritinemia).

4- Clinical relevance of SLC40A1 variants and genotype-phenotype correlations

Among the phenotypes associated with SLC40A1 pathogenic or likely pathogenic mutations,
Ferroportin Disease appears to be the most widely represented, with 29 loss-of-function mutations
identified in 227 patients (96 index cases and 131 relatives). Hemochromatosis type 4 is associated
with 21 gain-of-function mutations, identified in a total of 81 patients (27 index cases and 54
relatives). Unexplained hyperferritenemia only concerns 35 patients (22 index cases and 13 relatives),
17 of which have a variant that remains classified as a variant of uncertain significance and 18 have a
benign or likely benign variant. The clinical characteristics and outcomes of all 343 patients are shown

in Supplementary Table 2.

FD, HC4 and UH probands were identified at similar ages (Figure 4A, and Table 2), most often
after age 40 (mean, 44.6, 48.7 and 51.7 years, respectively). However, they presented different
biological profiles (Figure 4B and 4C). Serum ferritin concentrations were significantly higher in FD

and HC4 patients (median, 2,258 ug/L interquartile range: [1,292; 4,356] and 2,195 ug/L [1,000;
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4,326] vs. 1,008ug/L [777; 1,733]; p<0.0001), while transferrin saturation levels were significantly
higher in HC4 patients (mean, 83 vs. 37 and 45%; p<0.0001). A fairly clear division also appeared
between FD and HC4 probands when transferrin saturation and serum ferritin were matched

together (Figure 4D).

FD is characterized by iron accumulation in macrophages, leading to increased production of
ferritin and it releases into plasma. This can occur quite early in life (Pietrangelo, 2017), and can
continue until very high serum ferritin concentrations that do not necessarily correlate with body iron
stores (Piperno et al., 2020). This is well illustrated in Figure 5A, which shows a positive correlation
between age and serum ferritin in patients with a LoF mutation (r=0.413, p<0001). Further data are
provided in Figure 5B, showing a clear distinction in the ferritin/age ratio between LoF mutation
patients and both GoF mutation patients and ACMG classes 1-3 variant patients. At referral (i.e.
diagnosis or familial screening), 75% of LoF mutation patients had a ferritin/age ratio >= 28.1; this
value was reached by only 38% of GoF mutation patients and 20% of patients with an unrecognized

pathogenic variant.

HC type 4 is usually associated with parenchymal iron deposition similar to HFE-related
hemochromatosis, and other rare forms of the disease resulting from inadequate levels of serum
hepcidin to control systemic iron homeostasis. An elevated transferrin saturation level is considered a
sign of early disease, which always precedes an elevated serum ferritin. This is well illustrated in
Figure 5C, which shows a very clear separation of patient groups according to mutation classes.
Interestingly, patients with GoF mutations located within the FPN1 C-lobe had higher transferrin
saturation values. There was no clear association with age at diagnosis compared with the group of
patients with GoF mutations located in the FPN1 N-lobe (Supplementary Figures 3A and 3B). Rather,
this could be a consequence of more important hepcidin resistance effects, especially for mutations
that affect critical residues (hepcidin and/or iron binding) in transmembrane helices 7 and 11. With a

slightly larger data set than that constituted by Zhang et al. in 2018, we confirm another interesting
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observation, which is the positive correlation between transferrin saturation and size of the red blood
cells in GoF mutation patients (Figure 5D; r=0.665, p<0001). The cellular mechanism leading to this
observation is not well understood, but it might be related to the specific function of SLC40A1 in
erythroid cells to support hemoglobin production while avoiding iron toxicity and participating in the

maintenance of systemic iron homeostasis (Zhang et al., 2018).

Information on clinical manifestation in patients with disease-causing mutations are quite
sparse in literature (Figure 5E). This is particularly true for patients with a LoF mutation, which may
suggest that macrophages are relatively tolerant to iron accumulation. Over time, however, iron can
escape into the bloodstream, resulting in increased transferrin saturation as showed in
Supplementary Figures 3C and 3D and iron deposition in parenchymal cells. This makes more likely
iron-induced oxidative stress and tissue injury (Piperno et al.,, 2020). In line with this idea, we
observed that 10 of the 16 LoF mutations patients in whom liver fibrosis had been reported also had
high transferrin saturation levels (>= 60% in men, >= 50% in women); pointing that three transferrin
saturation values were missing in the 16 considered patients. GoF mutation patients had the highest
proportions of clinical signs. They also presented with higher aspartate (47 vs. 27 UI/L; p<0.01) and
alanine transaminase (83 vs. 31 Ul/L; p<0.01) values (Table 2), which is classically considered a sign of

hepatocellular injury.

There is a general trend toward mild hyperferritinemia without evidence of plasma iron
overload (transferrin saturation level <50% in females and <60% in males) in patients with variants
classified in ACMG categories 1-3 (Figures 4B-D and Figure 5C) and, rather unexpectedly, this trend is
more evident in patients with a variant of uncertain significance (Supplementary Figures 3E and 3F). It
should be mentioned here that two variants with questionable classification, namely p.Leu129Pro
and p.Ser209Leu, account for a total of three probands and nine relatives (Supplementary Table 3).
Iron parameters in the three probands were rather suggestive of FD. However, none of them had a

serum ferritin greater than 1000 pg/L in age at diagnosis between 43 and 59 years. Although the
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penetrance of the different variants associated with FD is thought to be incomplete, it can further be
noted that none of the relatives with the p.Leu129Pro had serum ferritin concentrations clearly above
the normal range (338 pg/L at most in a 73 year-old male). The p.Ser209Leu variant was studied in
vitro but, contrary to what the phenotypes of the 7 patients of Asian origin reported in the literature
suggest, it was associated with a GoF effect (An et al., 2017). Also, it is not very rare in the general
population (allele frequency in the Genome Aggregation Database V2.1.1 = 0.01%), and more
particularly in the eastern region of Asia where its estimating allele frequency reaches 0.06%. New
phenotypic data and improved functional analysis would allow to reclassify the two variants, most

likely as non-pathogenic.

5- CONCLUSION AND FUTURE PROSPECTS

With the increasing description of case reports in the literature, or small family structures with
hyperferritinemia, phenotyping is emerging as an important source of uncertainty in the diagnosis of
FD and HC4. In such a context, no physician prescribing a genetic test should forget that
approximately 90% of patients with mildly elevated serum ferritin do not have iron overload (Wong
and Adams, 2006; Adams and Barton, 2011), and that Magnetic Resonance Imaging of the abdomen
is a very reliable noninvasive tool to confirm iron excess in the liver, spleen and/or bone marrow and
possibly categorize FD and HC4 (Pietrangelo et al., 2006). On the other hand, no biologist should
forget that benign, but rare, missense variants represent a non-negligible part of human genetic
diversity (Gudmundsson et al., 2022), and that this also applies to the SLC40A1 gene. Less than one
third of the 213 missense variants reported in GnomAD at a frequency <0.01% are actually suspected
to cause iron overload. The “Ferroportin score” very recently proposed by Landemaine and her
collaborators to increase the proficiency of genetic testing for FD (Landemaine et al., 2022), could
conceivably also be used to better distinguish pathogenic loss-of-function mutations from neutral
rare variants identified by chance in patients with a secondary (but perhaps not clearly defined) cause

of hyperferritinemia.
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We have established a web-based database which gives a comprehensive update of the all
uncommon SLC40A1 coding variants that have been described in literature and individually
associated with biological and clinical findings. It will help investigators and clinicians to better
distinguish causal mutations from rare polymorphisms. Our database will also allow inclusion of new
cases, hoping to contribute something even more determinant in the progression of knowledge and
understanding of the molecular bases of FD and HC4. There is considerable variation in the data
currently available regarding the onset, progression and type of clinical manifestations that a patient
may develop. The cause of this variability is not fully understood and can only be partially explained
by a lack of penetrance, the influence of non-genetic factors, and the description of two categories of

causative mutations.

That almost all of the variants described at the SLC40A1 locus correspond to missense
variants undeniably represents an important challenge in the quest for an optimal clinical
interpretation, and state-of-the-art prediction tools do not really help. False-negative predictions are
rare, and Mutation Taster might be judged an appropriate approach for pathogenicity exclusion (at
least), but specificity is a recurrent problem that mandates the use of additional data. Interestingly,
we have noted that mechanisms associated with the pathogenesis of LoF and GoF missense variants
pretty well correlate with particular regions of the SLC40A1 three-dimensional structure. Similar
observations have been made in the context of many other genetic diseases (Quinodoz et al., 2022).
The combination of structural and functional analyses is a promising way to further clarify the

SLC40A1 biology and the molecular mechanism of down-regulation by hepcidin and, by the way,

improve predictions of pathogenicity.

LEGEND TO FIGURES AND TABLES

Figure 1. Distribution of the 65 selected variants along the SLC40A1 gene and the secondary
structure of the SLC40A1 protein. (A) The SLC40A1 sequence is represented as a horizontal bar and

each of the segments correspond to individual exons (coding parts in blue, 5° and 3’ untranslated
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regions in grey), in proportional size and numbered. Introns are represented as a short
non-proportional line linking exons. Banners above or below the coding sequence indicate the
positions of all variations included in Table 1. Variations that have been studied in vitro are presented
in green (loss-of-function), red (gain-of-function) or blue (no functional impact). Missense variations
with no functional evidence of deleteriousness or neutrality are presented in grey (for 10
substitutions that occur at the same 8 positions than other variations described as LoF or GoF) or
orange (for 8 substitutions that occur at 8 positions where no well-recognized pathogenic variants has
been seen to date). (B) The 48 amino acid positions known to be mutated in patients with various
iron overload phenotypes, reported on the secondary structure topology of the human SLC40A1;
amino acids for which variations are associated with a functional defect are colored in green (LoF) or
red (GoF), whereas those for which no substitution has been characterized functionally are colored in

orange.

Figure 2. Ribbon representation of the 3D structure of human SLC40A1 in complex with (pdb
6WBYV), highlighting the particular distribution of the loss- (A) and gain-of-function mutations (B).
The hepcidin hyposideremic hormone is colored in magenta. Amino acids for which mutations are
reported as LoF are colored in green, whereas those for which mutations are reported as GoF are
colored in red. Banners indicate the considered amino acids changes and their positions within the
protein. The positions of the two divalent metal-binding sites within the central cavity are delimited

by blue ellipses.

Figure 3. Close-up views of the 3D structure of human SLC40A1l (pdb 6WBV). (A) Ribbon
representation of the inner gate in which amino acids discussed in section 2.3 are highlighted in
atomic details. (B) Left: Solvent accessible surface of SLC40A1, with the bound hepcidin displayed in a
ribbon representation. Tyr64, Asnl144 and Cys326 are colored red (oxygen atom), blue (nitrogen
atom) and yellow (sulfur atom), respectively. Right: focus on Tyr64, Asn144 and Cys326. Hepcidin is

shown in blue.
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Figure 4. Iron overload profiles of the 96 probands with ferroportin disease (FD), 27 probands with
hemochromatosis type 4 (HC4), and 22 probands with unexplained hyperferritinemia (UH).
Distributions of Age (A), Serum Ferritin (B) and Transferrin Saturation (C); medians (white dot on the
violin plots) and interquartile ranges (the black bars in the center of violins) are shown. P values were
calculated on Student t-test; **P<0.01 and ****P<0.0001. (D) Relationship between serum ferritin
and transferrin saturation in FD (green), HC4 (red) and UH patients (orange).

Figure 5. Iron overload profile of the 227 patients with ferroportin disease (FD), 81 patients with
hemochromatosis type 4 (HC4), and 35 patients with unexplained hyperferritinemia (UH). (A)
Relationship between serum ferritin and age. Linear regression lines with 95% confidence interval
have been fitted to the values from FD (green) and HC (red) patients. The Pearson’s correlation
coefficients (r) are provided. (B) Box plots show median and range for the ferritin/age ratio. P values
were calculated on Student t-test; ****P<0.0001. (C) Categorization of the FD (green), HC4 (red) and
UH (orange) patients according to serum ferritin and transferrin saturation cutoffs. Dark colors
represent the index cases, whereas light colors represent the relatives. Size of the circles are
proportional to the number of patients. (D) Relationship between mean corpuscular volume and
transferrin saturation. Linear regression lines with 95% confidence interval have been fitted to the
values from FD (green) and HC (red) patients. The Pearson’s correlation coefficients (r) are provided.
(E) Frequency distribution of clinical signs observed in FD (green), HC4 (red) and UH (orange) patients.
Table 1. Comprehensive list of published SCL40A1 variants. SLC40A1 variants are documented based

on GenBank accession number NM_014585.5.

Table 2. Clinical and biological data of the 145 index cases. FD= ferroportin disease, HC4=

hemochromatosis type 4, UH= unexplained hyperferritinemia.
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Figure 2
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Figure 5
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Supplementary figures and Tables

Figure S1. Multiple species sequence alignment of ferroportin. Residues that correspond to
missense variations that have been analyzed in vitro and recognized as either LoF or GoF
mutations are boxed in grey, whereas residues that correspond to substitutions with no
functional data are boxed in orange.

Figure S2. Comparison of CADD and REVEL scores between patients’ and gnomAD variants.
(A) Box plots show the median and rage of REVEL (left panel) and CADD (right panel) scores
between patients’ variants (UMD, in green) and variants from gnomAD V2.2.1 (with minor
allele frequency > 0.00001, in grey). (B) Scatter plot visualisation of CADD and REVEL scores
for each pathogenic (red), neutral (blue), VUS (orange) and gnomAD (grey) variants. Dot
lines represent the cutoffs for REVEL (horizontal) and CADD (vertical) scores.

Figure S3. Iron overload profiles of the patients with hemochromatosis type 4 (HC4; A, B),
ferroportin disease (FD; C,D) or unexplained yperferritinemia (UH; E, F). Box plots show
median and range of the transferrin saturation (TSAT) (A) and age (B) values for patients with
HC4, according to the location of the variant in the N-terminus lobe (Nter) or C-terminus
lobe (Cter) of FPN1. (C, D) Relationship between TSAT and age (C) or ferritin (D) in FD
patients. Linear regression lines with 95% confidence interval have been fitted to the values
from FD patients. The Pearson’s correlation coefficients (r) are provided. (E, F) Violin plots
show the values of TSAT (E) and ferritin (F) in UH patients according to the

classification of the variant. VUS=variant of uncertain significance. LB_B= likely benign and
benign variants. P values were calculated on Student t-test; *P<0.05, ***P<0.001.

Table S1. Comparison of in silico predictors in a subset of 56 SLC40A1 missense variants.
Table S2. Clinical and biological data of the patients. FD= ferroportin disease, HC4=
hemochromatosis type 4, UH= unexplained hyperferritinemia, HIC= hepatic iron

concentration, MCV= mean corpuscular volume, Hb=hemoglobin, ASAT= aspartate
aminotransferase, ALAT= alanine aminotransferase, GGT= gamma glutamyl transpepdtidase.
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Figure S2
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Figure S3
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Article 2 : The dual loss and gain of function of the SLC40A1 iron
exporter results in the classic Ferroportin Disease phenotype

Nous venons de voir que dans la littérature, les données fonctionnelles sont d’importance majeure
dans linterprétation des variations faux-sens du géne SLC40A1. Nous savons également que, cou-
plées a des données structurales, ces analyses permettent de mieux comprendre la biologie de la
ferroportine, et les mécanismes physiopathologiques a lorigine de la maladie de la ferroportine ou
de ’hémochromatose de type 4.

J’ai réalisé ma theése au sein d’une équipe qui travaille depuis plusieurs années a l’'analyse fonction-
nelle et, grace au travail conjoint avec le Dr Isabelle Callebaut, a Uinterprétation structurale de ces
variations et a la meilleure compréhension de la biologie de FPN1. Cette collaboration de longue
date a déja permis la description de nombreuses variations du gene SLC40A1 d’un point de vue fonc-
tionnel et structural (Le Gac et al., 2013; Callebaut et al., 2014), décrivant méme un mécanisme phys-
iopathologique inédit qui expliquerait plus de la moitié des variations perte de fonction décrites a ce
jour (Ka et al., 2018; Guellec et al., 2019).

J’ai intégré ’équipe dans le but de mener des travaux sur les mécanismes de résistance a I’hepcidine.
Les mises au points techniques que j’ai réalisées pour mieux caractériser ces mécanismes ont permis
de mettre en évidence différents degrés de résistance a I’hepcidine, et surtout la description de vari-
ations ambivalentes, a la fois perte et gain de fonction. Cette notion, parfois évoquée dans la littéra-
ture mais peu explorée a ce jour, est d’autant plus intéressante que les analyses structurales permet-
tent d’expliquer cette ambivalence et nous permettent de mieux comprendre l'interaction hepcidine-
ferroportine.

Nous allons maintenant illustrer ce travail a travers deux articles :

« le premier décrit entre autres deux variations : p.Arg40Gln et p.Ser47Phe, nouvellement identi-
fiées, et présentant une résistance a ’hepcidine tout en étant également perte de fonction. Les
analyses structurales expliqueront leur lien avec le site de liaison du fer mais surtout mettront
en lumiére 'importance du lobe N-terminal dans l’interaction hepcidine-ferroportine. Cet arti-
cle est rédigé en vue d’une soumission sous peu dans la revue American Journal of Hematology.

« le second mettra en avant une nouvelle variation : p.Ala350Val, qui présente également une
ambivalence fonctionnelle, mais beaucoup plus drastique, que ¢a soit en termes de perte ou de
gain de fonction. Nous allons découvrir au niveau structural que cette position est en fait une
position clé de FPN1, a la fois pour la fixation de ’hepcidine dans la cavité hydrophobe, mais
également pour son role de pivot a l'interface entre les lobes N et C-terminaux.

Surcharges en fer liées a SLC40A1: caractérisation fonctionnelle, structurale et régulation a distance
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The dual loss and gain of function of the SLC40A1 iron exporter results in the classic Ferroportin Disease
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Abstract

Heterozygous mutations in the ferroportin 1 (FPN1) encoding gene are responsible for two distinct iron
overload diseases: Ferroportin Disease caused by inactivating FPN1 mutations and Hemochromatosis type 4
caused by resistant to hepcidin FPN1 mutations. So far, these entities have been regarded as antithetic. The
present study identified the functional and structural relevance of the two p.Arg40GIn and p.Ser47Phe
missense variations, which are located in the transmembrane helix 1 of the major facilitator
superfamily-type iron exporter. In cultured cells, the two TM1 substitutions displayed a fairly similar mixed
behavior in the sense that they reduced the ability of FPN1 to export iron out the cell, although they did not
cause FPN1 mislocalization, and they also reduced the sensitivity of FPN1 to hepcidin, although they did not
obviously alter the FPN1/hepcidin interaction. Structural analyses helped to differentiate the Ser47 residue,
which forms an interaction network with two critical residues of the primary FPN1 iron-binding site and the
N-terminal part of hepcidin, from the Arg40 residue, which is considered a key element for stabilizing FPN1
in an inwardly oriented state prior to iron binding but is not thought to interact directly with hepcidin. While
the two variants result in a co-association of gain-of-function and loss-of-function properties, the
phenotypic traits observed in a total of 11 patients invariably correspond to the ferroportin disease. These
findings dismantle the classical dualism of FPN1 loss- versus gain-of-function, further highlighting some
specific and unexpected functions for TM1 in the molecular mechanism of iron export and its regulation by

hepcidin.

Keywords: Ferroportin disease, gain- and loss-of-function duality, pathogenicity of missense variations,

structure-function relationship.
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Introduction

Ferroportin 1 (FPN1), also referred to as solute-carrier family 40 member 1 (SLC40A1; Uniprot #Q9NP59), is
the sole iron export protein found in mammals (1). It is expressed in cells highly specialized in iron
metabolism, including macrophages, hepatocytes, duodenal enterocytes, placenta syncytiotrophoblasts,
and enterocytes (2—4). FPN1 activity is predominantly regulated by the hepatic hyposideremic hormone
hepcidine which, depending on the cell type, induces internalization and degradation of FPN1 or blocks the
FPN1-related iron export mechanism (5,6). The hepcidin-FPN1 axis plays an important role in the
pathogenesis of inherited and acquired iron metabolism disorders, including iron overload diseases and
iron-restricted anemia (7,8).

FPN1 belongs to the Major Facilitator Superfamily (MFS), which is the largest family of secondary
active transporters (9). MFS proteins control the transport of a huge variety of subtrates (inorganic ions,
metabolites, neurotransmitters, toxins, drugs and other substrates) across biological membranes, according
to the so-called “alternative access” mechanism (10,11). MFS proteins have a conserved 12 transmembrane
(TM) helix fold that is comprised of two 6-TM helices bundles (N-domain:TM1-TM6: C-domain: TM7-TM12)
that are related by twofold pseudosymetry. The two bundles interact and orchestrate transitions between
(at least) tree conformational states: outward open, occluded, and inward open. During the structural
transitions, the substrate sits in a central cavity between the two bundles and is not accessible to either side
of the membrane (11). Several 3D structures of ferroportin 1 have been captured in different organisms and
in different conformational states, with various divalent cations mimicking the cognate substrate (Fe*') in
the binding sites of the N- and C-lobes (12—14). These structures provide us with the opportunity to better
understand the molecular basis of the iron transport cycle and to identify mammalian or human
specificities, and in particular those related to hepcidin regulation (13,14).

Numerous heterozygous FPN1 pathogenic variants have now been reported in patients of different
origin. These mutations fall into two functional categories (loss- and gain-of-function) and are responsible
for two distinct human diseases. Ferroportin Disease (FD) is caused by germline mutations reducing the
ability of FPN1 to export iron through variable molecular mechanisms. The disease phenotype can include
elevated plasma iron and parenchymal iron deposition (in older patients) but is mainly characterized by iron
accumulation in reticuloendothelial cells, correlating with elevated serum ferritin and low to normal
transferrin saturation. Clinical manifestations appear to be rare judging from the reports available in the
literature. Hemochromatosis type 4 (HC4) is caused by germline mutations that more or less protect FPN1
from the effects of hepcidin downregulation. This leads to excessive iron export to the bloodstream,
increased transferrin saturation and progressive iron accumulation in parenchymal cells (primarily
hepatocytes). When observed, hyperferritinemia correlates with the degree of iron overload and its
progression. Clinical symptoms are similar to those seen in patients with HFE-related hemochromatosis

(15-17).
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So far, the molecular and physiopathological bases of FD and HC have been regarded as antithetic.
Nevertheless, we have previously shown that the non-clinical (i.e. not described in a patient, nor in the
Genome Aggregation Database gnomAD) Trp42Ala TM1 mutant displays a mixed behavior in vitro with a
very substantial effect on the ability of FPN1 to export iron out of the cell, but also a partial resistance to
hepcidin (18). Herein, we characterize the newly identified p.Arg40GIn and p.Ser47Phe missense variations,
which modify other TM1 residues and have been observed in 11 patients presenting with a classical FD
phenotype. We demonstrate that these two new variants also result in a co-association of loss-of-function
(LoF) and gain-of-function (GoF) properties, while suggesting some specific effects on iron binding and
interaction with hepcidin. On the contrary, we confirm that the previously reported and recurrent
p.Gly204Ser missense variation (TM2) is responsible for low hepcidin resistance, but not for a defect in the
iron export function.

Methods

Plasmid constructs

For iron release measurement, the wild-type (WT) FPN1-V5 plasmid construct was generated by cloning
full-length  human SLC40A1 c¢DNA (Genbank accession number NM_014585.5) into the
pcDNA3.1-V5-HisTOPO vector (ThemoFisher Scientific). The same strategy was adopted to generate the
HLA(A)-V5 plasmid construct. For cytometry analysis, the wild-type FPN1-V5/CD8 bicistronic plasmid
construct was generated by cloning full length human SLC40A1 and CD8 cDNA (Genbank accession number:
NM_001145873.1) into the pIRES2 DsRed-Express2 vector (Clontech); the DsRed-Express2 fluorescent
protein coding sequence was removed and replaced by CD8 cDNA, while a V5 epitope tag
(GKPIPNPLLGLDST) was introduced in the fifth extracellular loop of FPN1 to facilitate cell surface FPN1
detection by flow cytometry. For stable cell generation, the wild-type FPN1-V5 plasmid construct was
generated by cloning full-length human SLC40A1 cDNA into the pcDNAS5-FRT-TO vector (ThemoFisher
Scientific). All ferroportin mutations were introduced in the different vectors by using the QuikChange
Site-Directed mutagenesis kit, according to the manufacturer’s instructions (Agilent Technologies).
Sequencing analyses were performed to check the integrity of all plasmid constructs (full length SLC40A1

cDNA sequenced after each site-directed mutagenesis).
Culture and transfection of human epithelial kidney (HEK)293T cells

HEK293T cells, from the American Type Culture Collection, were incubated at 37°C in a 5% CO2 humidified
atmosphere and propagated in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Lonza, Walkersville, MD, USA)
supplemented with 10% fetal bovine serum. Cells were transiently transfected using JetPEl (Polyplus),
according to the manufacturer’s instructions, and a 2:1 transfection reagent (uL)/plasmid DNA ratio (ug).

Generation of stable HEK293T cells exhibiting tetracycline-inducible expression of FPN1

HEK293T cells stably expressing the WT and mutant FPN1 were generated through the Flp-In T-Rex system

(ThermoFisher Scientific), according to the manufacturer’s instructions. This construction enables a stable
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and tetracycline-inducible expression of the protein of interest. HEK293T-T-Rex cells were transfected with
the different pcDNA5-FRT-TO plasmid constructs and pOG44 vector (ThemoFisher Scientific) using the
TransIT2020 protocol (Mirus Bio LLC), and selected in the presence of blasticidin (150ug/mL) and
hygromycin (300ug/mL) for 3 weeks. Cells were maintained at 37°C in a 5% CO, humidified atmosphere and
propagated in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum, blasticidin (150ug/mL) and hygromycin
(300pg/mL). SLC40A1 cDNA integration was verified by Sanger sequencing, while FPN1 expression was

assessed by Western-Blotting.
2Fe release measurements

>>Fe loading of human apotransferrin was performed as previously described. Briefly, HEK293T cells were
seeded at 1 x 10° cells per well in 12-well plates, grown for 24h in supplemented DMEM, and preloaded
with 20 pg/ml *Fe-transferrin for 24h before transfection with wild-type or mutated FPN1-V5 plasmid
constructs. Fifteen hours post-transfection cells were washed once with PBS and cultured in Pro293a-CDM
serum-free medium (BioWhittaker) for up to 36h. >*Fe exported into the supernatant was collected, mixed
with liquid scintillation fluid (Ultima Gold MV, Packard Bioscience) and counted for 10min in a TRICARB 1600
CA scintillation counter (Packard). Percentage of *°Fe export was calculated using the following formula:

(°>Fe in the supernatant at end point, divided by cellular *°Fe at time zero) x 100.

Intracellular **Fe measurements

HEK293T cells were transfected with WT or mutated pcDNA3.1_FPN-V5 constructs for 24 h, before being
cultured in Pro293a-CDM serum-free medium (Lonza) and preloaded with 20 pg/ml **Fe-transferrin for 16
h. Each pcDNA3.1_FPN-V5 construct was codelivered with the pSV-B-galactosidase ([3-gal) vector (Promega,
Madison, WI, USA). Cells were harvested with trypsin, mixed with liquid scintillation fluid (Ultima Gold MV;
Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA) and counted for 2 min in a TRI-CARB 1600 CA scintillation counter

(PerkinElmer). *°Fe radioactivity was normalized on total protein content and B-gal activity.
Human hepcidin-25 synthesis an retion by T-Rex-2 Il

Human HAMP cDNA was amplified with reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) from total
ribonucleic acid (RNA) isolated from human liver hepatocellular carcinoma HepG2 cells (ATCC). The PCR
product was cloned into the PCR2.1 vector using the TA Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific), subcloned
into the pcDNA4™ /TO tetracycline-regulated mammalian expression vector (Thermo Fisher Scientific), and
checked by sequencing. T-Rex-293 cells (Thermo Fisher Scientific) were stably transfected with calcium
phosphate, and colonies were selected in the presence of 1.5 mg/ml blasticidin and 100 mg/ml zeocin for
four weeks. Tetracycline (Sigma, St. Louis, MO, USA) was used to induce expression of the 84 amino acids
hepcidin pre-propeptide from 1.10° T-Rex-293 cells. After 48h the cell supernatant was collected, filtered

through a hydrophilic nylon membrane (pore size: 0.2 mm), and measured for hepcidin-25 levels using a
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commercially available competitive enzyme-linked immunosorbent assay kit (ELISA; Peninsula Laboratories
International, San Carlos, CA, USA). The supernatant was stored at -20°C until used.

Elow cytometry analysis

HEK293T cells were seeded at 1.75x10° cells per well in 12-well plates and grown for 8h in supplemented
DMEM before transfection. 24h after transfection with the pIRES_FPN1-V5 CD8 constructs, cells were
treated (or not) with 4,3nM of human-25 hepcidin for 16 hours. Then, cells were trypsinised, transferred in
hemolyse tubes and pelleted at 500g for 5 minutes at 4°C. Cells were resuspended in 100 ul of PBS-EDTA
(Lonza) supplemented with 10% of fetal bovine serum (i.e. flow cytometry buffer), and exposed to
anti-V5-FITC (1.13 pug/tube) (ThermoFisher Scientific) and anti-CD8-APC (Miltenyi Biotec) (2 ul/tube)
antibodies for 20 minutes at 4°C in the dark. After the addition of 1ml of flow cytometry buffer, cells were
pelleted at 500g for 5 minutes at 4°C and resuspended in 400 ul of flow cytometry buffer. Fluorescence
intensities were analysed using a BD Accuri C6 flow cytometer (BD Biosciences) and the FlowLogic™

software (Miltenyi Biotec).

Hepcidin binding analysis

Flp-In T-Rex cells expressing different FPN1 mutants were seeded at 4x10° cells per well in 6-well plates for
24h before FPN1 expression induction with 1 ug/mL of tetracyclin. 24h after induction, cells were treated
with 10 ug/mL of C-terminus biotinylated hepcidin (Bachem) for 30 minutes at 37°C. Proteins were
extracted using RIPA buffer (Boston BioProducts, Ashland, MA) supplemented with protease inhibitor
cocktail (Roche), and protein concentration determined by the BCA assay (Pierce, Rockford, IL). Protein
lysates were co-immunoprecipitated using the Dynabeads® MyOneTM Streptavidin T1 kit (ThermoFisher
Scientific), according to the manufacturer’s instructions. Western blot analysis was performed using mouse
horseradish peroxidase-conjugated monoclonal antibody against V5 (ThemoFisher Scientific). The

membranes were revealed as described above.
D jon of FPN1 ubiquitination

Flp-In T-Rex cells expressing different FPN1 mutants were seeded at 4x10° cells per well in 6-well plates for
24h before FPN1 expression induction with 1 ug/mL of tetracyclin. 24h after induction, cells were treated
with 1mL of human-25 hepcidin for 30 to 120 minutes. Proteins were extracted using RIPA buffer
supplemented with protease inhibitor cocktail, and protein concentration determined by the BCA assay.
V5-tagged proteins were purified using the V5- tagged Protein Purification Kit Ver.2 (MBL International
Corporation) according to the manufacturer’s instructions. Western blot analysis was performed using
mouse horseradish peroxidase-conjugated monoclonal antibody against V5 (ThemoFisher Scientific), or
primary anti-mono/poly ubiquitin monoclonal antibody FK2 (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY) followed

by HRP-coupled secondary antibody. The membranes were revealed as described above.

3D structure modeling and analysis
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3D structures were extracted from the Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) and manipulated using
Chimera 1.13.1. (19). We also considered a model of the global organization of mammalian ferroportin in
the inward-facing state (20); this one was based on the superimposition of the N- and C-lobes of the

outward-facing 3D structures of mamalian ferroportin proteins on the inward-facing 3D structures of BbFpn.

Results

Clinical data and segregation analysis

Three heterozygous SLC40A1 missense variations were identified in 15 individuals (5 females, 10 males;
Table 1). All these individuals were negative for genotypes known to cause hemochromatosis types 1-3 (in
the HFE, HJV, HAMP and TFR2 genes), hyperferritinemia-cataract (FTL — 5’ untranslated region) or benign
hyperferritinemia in absence of cataract (FTL — exon 1). They were also negative for the few BMP6 variants
(p.Pro95Leu, p.Leu96Pro and p.GIn113Glu) that have been associated with mild to moderate late-onset iron
overload (21,22).

The previously known p.Gly204Ser variation (23,24); GnomAD global allele frequency of 0.000008)
was found in two unrelated patients with high serum ferritin levels (> 800ug/L) and elevated transferrin
saturation levels (> 60%). Hepatic iron concentration was evaluated using the Gandon’s magnetic resonance
imaging (MRI) method in the two patients with values greater than 250 umol/g.

The p.Argd0GIn variation was identified in a 68-year old man presenting with very high serum
ferritin (2000pg/L) and moderately elevated transferrin saturation (55%). It had not been reported in
patients with iron overload before, but is described in the Genome Aggregation Database with a global
allele frequency of 0.000004 (one identified heterozygous female from an undefined population; i.e. the
“other” category of GnhomAD).

The p.Ser47Phe (NM_014585.5: ¢.140C>T) variation was newly identified in a pedigree originating
from northeast France (Figure 1). It co-segregated with high serum ferritin (= 1000ug/L) in four family
members (cases 11.2, 11.4, 111.5, 1Il.6 and I111.9) and was absent in three non-affected members of the third
generation (subjects IIl.1, IIl.7 and II1.8). Incomplete penetrance was suggested to explain normal iron
indices in a 53-year-old woman (subject 111.3). The situation was less obvious in a 83-year-old man and his
78-year sister who presented with elevated serum ferritin levels (subject 11.1: 804 ug/L; subject I1.3: 377
ug/L;) while being negative for the p.Ser47Phe variant.

The p.Ser47Phe variant was additionally found in three patients from three other families (Table 1).
In total, it was observed in 7 men, ages 33-75 years at diagnosis, who displayed significant hyperferritinemia
(889-2000 pg/L) and non- or lowly-elevated transferrin saturation (24-67%). In fact, only males with serum
ferritin concentrations greater than 1700 pg/L had a transferrin saturation level greater than 60%. The two
considered patients also had very important increases in hepatic iron store (HIC = 300 umol/g). The only
expressive woman was 50 years old at the time of diagnosis. She presented with a transferrin saturation of
52% and a serum ferritin concentration of 609 pg/L. Abdominal MRI revealed a moderate increase in

hepatic iron store (100 umol/g).
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Overall, the phenotypes observed in the 11 p.Arg40GIn or p.Serd7Phe positive patients were
suggestive of a loss of FPN1 function, whereas those observed in the p.Gly204Ser positive patients were
indicative of a gain of FPN1 function.

Functional characterization of the FPN1 p.Arg40GIn, p.Ser47Phe and p.Gly204Ser mutants

Cell surface expression and iron export ability

A bicistronic construct was used to evaluate the concurrent plasma membrane expression of human FPN1
(conjugated with a V5 epitope) and cluster of differentiation 8 (CD8) in transiently transfected HEK293T cells
on flow cytometry, as previously reported (25). The p.Vall62del single amino acid deletion, which is known
to prevent cell surface localization (26), was used as negative control. An important difference was observed
in the proportions of FPN1-WT*/CD8" and FPN1-V162del"/CD8" cells (p<0.001), confirming that the
Vall62del mutant causes FPN1 mislocalization, whereas no differences were observed between cells
transfected with the FPN1-WT/CD8, FPN1-Arg40GIn/CD8, FPN1-Ser47Phe/CD8 or FPN1-Gly204Ser/CD8
constructs (Figure 2A). A second series of experiments was performed using a cell-surface proteins
biotinylation and isolation protocol, leading to similar results (Supplementary Figure 1).

The in vitro activity of the FPN1 p.Arg40GIn, p.Ser47Phe and p.Gly204Ser mutants was assessed
using radioactively labeled iron, in experiments measuring either the export of iron (Figure 2B) or its cellular
retention (Figure 2C) according to previously validated protocols (25,27). As shown in Figure 2B, HEK293T
cells transiently transfected with a pcDNA3.1 plasmid encoding the wild type FPN1-V5 fusion protein
displayed a 3-fold increase in iron release than cells transfected with the commercial pcDNA3.1-V5-His
empty vector (No FPN1). The p.Ser47Phe mutant was not able to export **Fe in amounts comparable with
WT FPN1 (p<0.01), but was more active than the well-known LoF mutant p.Ala77Asp (p<0.0001). The
p.Gly204Ser variant did not alter the exporting function of FPN1. In the inverse experiment, cells transiently
transfected with the WT FPN1-V5 fusion protein displayed 2- to 3-fold lower iron accumulation than cells
transiently transfected with the pcDNA3.1-V5-His empty vector (No FPN1), or a pcDNA3.1 plasmid encoding
the mutated FPN1-A77D-V5 fusion protein (p<0.001). Similar to the p.Ser47Phe mutant, the p.Arg40GIn
mutant was not able to export **Fe in amounts comparable with WT FPN1 (p<0.001), but was more active
than the p.Ala77Asp mutant (p<0.001).

These results indicate that the p.Gly204Ser mutant retains a full capacity to export iron out of cell,
whereas this function is partially lost with the p.Argd0GIn and p.Ser47Phe mutants that reach the cell
surface correctly.

Resistance to hepcidin

To investigate whether the p.Arg40GIn, p.Ser47Phe and p.Gly204Ser missense mutations could modify
response to hepcidin, transiently transfected HEK293T cells were cultured for 16h with conditioned media
derived from T-Rex-293 cells stably expressing the full-length human HAMP cDNA. Two known FPN1 GoF
mutants served as positive controls: p.Asn144His, which shows partial resistance to hepcidin inhibition, and

p.Cys326Tyr, which abolishes hepcidin binding to FPN1 and is responsible for complete resistance (28,29).
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As expected, the addition of hepcidin to cells expressing WT FPN1 resulted in the disappearance of the iron
exporter from the plasma membrane. The flow cytometry pattern of the p.Gly204Ser mutant was quite
similar to that of WT FPN1, whereas the p.Argd0Gly and p.Ser47Phe mutants showed intermediate
resistance between the p.Asn144His and p.Cys326Tyr controls (Figure 2A).

Flow cytometry was additionally used to test lower concentrations of native human hepcidin-25 and
try to detect differences between the p.Asn144His and p.Gly204Ser mutants. As shown in Figure 3B,
expression of WT FPN1 at the plasma membrane of HEK293T cells decreased as a function of hepcidin
concentrations. The p.Gly204Ser variant decreased less than WT FPN1 for all hepcidin concentrations, but
still more than the p.Asn144His control (p<0.05); the largest differences being observed at 0.54nM hepcidin
(Figure 3C).

Fernandes and collaborators demonstrated that the cysteine to serine (p.Cys326Ser) and cysteine to
threonine (p.Cys326Tyr) changes at position 326 of the human FPN1 C-lobe prevent hepcidin binding,
whereas the p.Asn144Asp and p.Asn144Thr missense mutations do not (29). We obtained comparable
results using stably transfected T-Rex-293 cells expressing, upon induction by tetracycline, either the wild
type FPN1-V5 fusion protein or the FPN1-C326Y-V5 and FPN1-N144H-V5 mutants (Figure 4A). We
reproduced these findings in transiently transfected HEK293T cells, where we further tested the p.Arg40GlIn,
p.Serd7Phe and p.Gly204Ser mutants. As shown in Figure 4B, the three FPN1 mutants co-purified with
hepcidin in amounts similar to that of WT FPN1.

Ubiquitination is a necessary condition for internalization and degradation of FPN1 after exposure
to hepcidin in various cells, including the HEK293 cell line (30). We studied the ubiquitination of the iron
transporter before and after hepcidin treatment in stably transfected T-Rex-293 cells, as well as in
transiently transfected HEK293T cells. Cells over-expressing different FPN1-V5 fusion proteins were treated
with human native hepcidin-25 and, after V5-tagged protein purification, the ubiquitination was revealed by
Western blotting with an anti-poly/mono ubiquitin (FK2) antibody. As described previously (30), we
detected ubiquitination after 30 minutes of hepcidin treatment on the wild type protein. The ubiquitinated
species of the human FPN1-V5 fusion protein migrated in SDS-PAGE with an apparent mass of between 140
and 180 kDa, which was indicative of the addition of about ten ubiquitin molecules (Figure 5A). Compared
to FPN1 WT, the ubiquitination of the FPN1-C326Y-V5 and FPN1-S47F-V5 mutants was very low to
undetectable, while that of the FPN1-G204S-V5 mutant appeared similar and that of FPN1-R40Q-V5
somewhat intermediate.

These results indicate that p.Arg40GIn, p.Serd7Phe and p.Gly204Ser reduce the sensitivity of FPN1
to hepcidin, without profoundly altering the FPN1/hepcidin interaction, but with possible differences in the
underlying mechanism of internalization and degradation.
3D structure analysis
In primate proteins (human: HsFPN1; Philippine tarsier: TsFpn), which so far have only been solved in

Outward-Facing (OF) states, a primary site for cation-binding has been located on TM1, with two essential
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coordinating residues: Asp39 and His43 (13,14). This contrasts with the results obtained with the
prokaryotic ortholog BbFpn, where the divalent cation binding site in the N-lobe is thought to also involve a
few residues in TM6 (including Asn196, Ser215 and Phe200; corresponding to Asn212, Ser215 and Met216
in human FPN1) (12,31). In fact, in HsFPN1 and TsFpn TM6 is further away from TM1 and Asp39 has a
different rotamer conformation, which should not allow the residues identified in TM6 to participate in the
formation of a metal binding site. In the OF structure of HsFPN1 recently solved by Billesb@lle et al. in the
presence of cobalt and hepcidin ((14); pdb 6WBV), Arg40 and Ser47 emerge in the close vicinity of Asp39
and His43, whereas Gly204 is positioned at the extracellular end of TM6 (Figure 6A). One hydrogen bond is
formed between the side chain of Serd7 and the main-chain oxygen atom of His43, which may stabilize the
N-lobe metal binding site. Argd40, instead, is not in position to directly interact with Asp39, His43 or the
metal ion.

A second metal-binding site has been identified in both HsFPN1 and TsFpn within the C-lobe
(13,14). This second site is different from the first one in that it exploits a structural feature that is not
observed in other MFS proteins: a non-helical stretch of six residues in the center of TM7 that separates the
helix into a longer TM7a and a shorter TM7b. This unique feature, which is also observed in the crystal
structures of BbFpn (12), has been posited to be important in both iron and hepcidin binding (13,14,31). In
all-atom molecular dynamic simulations of HsFPN1 with and without Fe*, Billesb@lle et al. actually
observed mobility of TM7b with considerable fluctuations of Asp325 (located at the C-terminal extremity of
the unwound TM7 region, at the base of TM7b). Asp325 and TM7b were less mobile in simulations with
iron bounds at the C-lobe site, a situation that was subsequently associated with the formation of an
interaction network between Asp325 (TM7b), Cys326(TM7b), His507(TM11), Co*, and the carboxy terminus
of hepcidin (14). As shown in Figure 6A, the sulfur atom of Cys326 interacts with the main-chain oxygen
atoms (O and OXT) of hepcidin Thr25, which itself directly contacts Co?. In this HsFPN1-hepcidin complex,
His507 interacts with Cys326, CO*, and Asp325 by means of a water molecule. A tetrahedral coordination
geometry (no observed in TsFpn) is finally achieved by Asp325 that forms a hydrogen bond with Cys326 and
is also indirectly linked to the divalent metal, His507 and Thr25 (via the water molecule). What is
remarkable, and has not been revealed before, is that Ser47 also forms a hydrogen bond with the main
chain oxygen atom of hepcidin Pro5. Ser47 thus forms a second interaction network with His43 and Asp39
in the center of helix TM1 of HsFPN1 and the N-terminal part of hepcidin, which faces the metal- and
hepcidin-binding site within the HsFPN1 C-lobe (Figure 6A).

The 6WBV outward-facing state structure solved by Billesb@lle et al. also helps to realize that
hepcidin contacts HsFPN1 over a relatively large area involving different helices of the extracellular side of
the N- and C-lobes. As shown in Figure 6B, the side chains of Ser47 (in red), but also Arg40 (in blue), are
accessible in the deepest buried surface area of the central cavity, in which hepcidin is inserted.
Interestingly, several contacts extend along the TM5 helix (in yellow) up to the terminal methionine 196,

which faces glycine 204 and permits a tight packing with the TM6 helix (Figure 6A).
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A fundamental aspect of the transport mechanism of MFS proteins lies in concerted switch
between the two N- and C-lobes over a rotation axis that crosses a central cavity, where the substrate sits.
The conformational transitions are accompanied by the formation of non-covalent inter and intra-lobes
interactions, forming the so-called intracellular and extracellular gates. It is suggested that the MFS
extracellular gate is mainly achieved through the bending of the extracellular ends of helices TM1 and TM?7,
and occasionally the flanking helices TM2 and TM8 (11,32). Based on the possible arrangement of the
HsFPN1 and TsFpn N- and C-lobes in the inward-facing state, we previously suggested that Asp325 may form
an inter-lobe salt-bridge with Argd0 when not interacting with Cys326. This interaction may be a key feature
of the extracellular gate, being involved in the conformational switch when iron sits in the core of the
transporter awaiting translocation (20).

Taken together, these observations suggest that Ser47 is indirectly involved in iron coordination
within the HsFPN1 N-lobe, while interacting directly with hepcidin. The serine-to-phenylalanine 47
substitution in such an environment is predicted to cause local instability, with consequences on both the
iron export function and sensitivity to hepcidin. Argd0 may play a critical role in the extracellular gate
architecture of HsFPN1, and the p.Arg40GIn missense variation could prevent the putative interaction
between TM1 and TM7b helices with a possible direct impact on the conformational dynamics of HsFPN1
and its ability to export iron out of the cell. Arg40 also emerges from deeply buried positions of HsFPN1 that
participate in the formation of a hepcidin-binding site within the N-lobe. The change by a glutamine could
alter the overall polar and hydrophobic properties of this secondary hepcidin-binding site. The trickiest
thing to understand is the subtle effect of the p.Gly204Ser variation in the helix TM6, which results in only
weak resistance to hepcidin. It could be the result of a default in packing between the extracellular ends of
TM5 and TM6, with more notable consequences when the N- and C-lobes move away from each other upon
binding to hepcidin and intra-lobe conformational are thought to facilitate ubiquitination of the large
intracellular loop between TM6 and TM7.

Discussion

The alternating access mechanism of MFS transporters is achieved through the rigid-body motion of the
N-domain and the C-domain around the centrally located substrate binding site(s). This rigid body motion
results in switching between inward-open and outward-open conformational states. In these two end
states, the N- and the C-lobes are further connected by intermediate conformations, which correspond to
the so-called “cytoplasmic” and “periplasmic gates” and are formed by the tight packing of the intracellular
(outward-facing state) or extracellular (inward-facing state) ends of several transmembrane helices. It is
furthermore speculated that substrate binding has a key role in eliciting the conformational changes
(10,11,32). In the MFS transporters, TM1 is invariably involved in the formation of the extracellular gate
with TM7, and occasionally TM2 and TMS8. In the ferroportin proteins (bacteria, Philippine tarsier and
human), it holds residues that are important for iron binding, and actually participate to the posited primary

site for iron export within the N-lobe (12-14,31). Exploring the structural architecture of human FPN1, we
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reveal here that TM1 also contacts hepcidin in a manner that can help to overcome the classic dichotomy
between loss-of-function and gain-of-function SLC40A1 disease-causing mutations.

Our functional analyses reveal that the two missense variations p.Arg40GIn and p.Ser47Phe of TM1
are fairly similar in the sense that : i) they reduce the ability of FPN1 to export iron out the cell, although
they do not cause FPN1 mislocalization as we have previously reported for numerous missense variations
altering the intracellular gate (25,33), and ii) they reduce the sensitivity of FPN1 to hepcidin, although they
do not obviously alter the FPN1/hepcidin interaction as it has been previously reported by Fernandes et al.
for other missense variations located in the TM2 or TM4 helices of the N-domain (29). Our structural
analyses, on the other hand, make it possible to distinguish two molecular mechanisms. The Ser47Phe
novel missense variation is very likely to disrupt a previously unreported H-bond interaction network that
associates Ser47 with both the two key iron coordinating residues Asp35 and His43 and the N-terminus
moiety of hepcidin. That the primary binding site of hepcidin, at the Cys326 position and flanking positions
in the TM7b and TM11 helices of the C-domain (14), is not altered may serve to explain that we had not
observed a marked decrease in the FPN1/hepcidin interaction in Figure 4. It is worth noting that the double
mutant Asp39Ala-His43Ala in TsFpn has been documented as defective in iron transport but insensitive to
hepcidin (13). The consequences of the p.Argd0GIn missense variation appear in a more indirect way. The
40GIn mutant is thought to prevent an inter-domain salt bridge within TM1 and TM7b in the inward-facing
state before iron binding, which a could be a key element for stabilizing FPN1 in this conformation (20). This
salt-bridge, which is supposed to be formed between the critical Asp39 and His43 positions (with Asp325 in
TM7b), could also play an essential role in the local conformation of the primary iron binding site within the
central cavity. The topology and accessibility of TM1 and TM7b around the Arg40 and Asp325 residues in
the predicted inward-facing state are such that they suggest an additional role for Ser47 in the formation of
the extracellular gate (with a partner in TM7b that remains to be identified). Why the p.Arg40GIn
substitution affects downregulation by hepcidin is even more subtle. As observed for the 47Phe mutant, the
40GIn mutant does not clearly affect hepcidin binding. It is however, but may be to a lesser extent, also
associated with reduced ubiquitination upon hepcidin binding (Figure 5). This suggest that TM1 plays a
particular role in the conformational changes of the N-lobe that must happen as a result of hepcidin
binding, and especially those which must facilitate the access of the large intracellular loop between TM6
and TM7 for ubiquitination (30). Such a role has been proposed by Billesb@lle et al. for the flanking TM2
helix where the Tyr64 residue has been identified as interacting with the hepcidin Phe4 and lle6 residues
(14). 1t is also worth noting that the p.Tyr64Asn hemochromatosis type 4 causing mutation has been
consistently reported to reduce FPN1 ubiquitination and prevent its intracellular degradation, without
altering hepcidin binding (29,34).

The p.Argd0GIn and p.Serd7Phe are the first missense variations to be reported in the
transmembrane helix 1 of FPN1 in patients with iron overload (Uguen et al. in preparation). In total, we

identified 13 mutation carriers: 2 with p.Arg40GIn and 11 with p.Ser47Phe. In most of the patients,
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hyperferritinemia contrasted with normal or low transferrin saturation levels. A 53-year-old woman and her
22-year-old son had normal iron indices. Only two men displayed serum ferritin concentrations > 1500 pg/L
and transferrin saturation levels > 60%. The two considered patients also had very important increases in
hepatic iron store (HIC = 300 umol/g). All these findings recapitulate the particular features of FD, which
are: cellular iron accumulation without evidence of plasma iron overload, lack of penetrance (especially in
women), and the likelihood of mixed iron overload in elderly patients (15-17). The observed phenotypes do
not appear to be the result of a balance between loss- and gain-of-function properties. Rather, they are
consistent with the unique iron export function of FPN1, which is considered as a permanent action in
different specialized cells of iron metabolism (primarily the macrophages) to fulfill the daily needs of
erythropoiesis (among others), and the fact that hepcidin synthesis is closely related to circulating iron
levels (2,3,35). Basically, the less FPN1 is able to export iron, the less the liver is expected to produce
hepcidin to regulate the concentration of iron in plasma and its subsequent distribution in various preferred
tissues. It should also be remembered that hepcidin binding to FPN1 is iron dependent (14). It therefore
seems appropriate to ascribe the phenotypic expression of the ambivalent SLC40A1 missense mutations to
the permanent state of FPN1 inactivation and, in turn, to consider the gain-of-function situation as clinically
negligible (if not only observable in in vitro models). Further observations are however warranted to draw a
more definitive conclusion.

In conclusion, while FD is typically considered a SLC40A1 loss-of-function disease and HC4 a
SLC40A1 gain-of-function disease, our results situate the two recurrent p.Argd0GIn and p.Serd7Phe
missense variations in an intermediate set of FD disease-causing mutations with both loss- and
gain-of-function properties. These two atypical mutations are located in the transmembrane helix 1 of the
major facilitator superfamily-type iron exporter FPN1, remotely to the previously reported p.Gly204Ser
substitution (TM6) that does not produce more than a weak resistance to hepcidin. Clarifying the molecular
mechanisms by which the TM1 missense mutations affect the iron export function and responsiveness to

hepcidin will improve our knowledge of the structural and molecular biology of the FPN1 protein.
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Figure and Table legends

Figure 1. Pedigree of the French iron overload family in which the SLC40A1 p.Ser47Phe missense variation
was identified. The arrow indicates the index case. Hyperferritinemia: 2300 pg/L in men and =200 pg/L in
pre-menopausal women. Elevated transferrin saturation: 260% in men 50% in women. NA: data not
available.

Figure 2. The p.Ser47Phr and p.Arg40GIn variants show normal surface expression but loss of iron export.
A) HEK293T cells were transiently transfected with the bicistronic pIRES2 plasmid encoding both full-length
human FPN1-V5 and CDS8. After 36 h, cells were double-stained for CD8 (APC) and the FPN1-V5 fusion
protein (FITC) and analyzed by 2-color flow cytometry. Data are presented as percentages of FPN1-positive
over CD8-positive events. Each bar represents the means * sd of 5 independent experiments. B) HEK293T
cells were grown in 20 pg/mL 55Fe-transferrin for 24h before being washed and transiently transfected with
wild-type or mutated SLC40A1-V5 expression plasmids. After 15 h, cells were washed and then
serum-starved. The 55Fe exported into the supernatant was collected at 36h. Data are presented as
percentage of cellular radioactivity at time zero. P values were calculated by a Student's t test. ** p<0.01
and **** p<0.0001. C) HEK293T cells were transfected with pcDNA3.1-FPN1-V5-His vectors, grown for 24 h,
and then fed with 20 pug/ml 55Fe-transferrin for 16 h. Cells were then washed and counted. Counts per
minute (cpm) were normalized by total protein and (-gal activity. Each bar represents the means * sd of 5
independent experiments. P values were calculated by a Student's t test. ***,

Figure 3. The p.Ser47Phe, p.Argd0GIn and p.Gly204Ser variants show different levels of hepcidin
resistance. HEK293T cells were transiently transfected with the bicistronic pIRES2 plasmid encoding both
full-length human FPN1-V5 and CD8 24 hours before being treated with 4.3 (A), [0-1.08] (B) or 0.54nM (C)
of native hepcidin for 16 hours. Cells were then double-stained for CD8 (APC) and the FPN1-V5 fusion
protein (FITC) and analyzed by 2-color flow cytometry. Data are presented as percentages of FPN1-positive
over CD8-positive events. Each bar represents the means + sd of 5 independent experiments. P values were
calculated by a Student's t test. ** p<0.01, *** p<0.001 and **** p<0.0001.

Figure 4. The p.Ser47Phe, p.Argd0GIn and p.Gly204Ser variants do not impair hepcidin binding. HEK293
cells stably expressing tetracycline inducible FPN1-WT-V5, FPN1-Cys326Tyr-V5 or FPN1- Asnl144His-V5
proteins (A), or HEK293T cells transiently transfected with pcDNA3.1_FPN1-V5 constructs (either
pcDNA3.1_FPN1-WT-V5, pcDNA3.1_FPN1-Cys326Tyr-V5, pcDNA3.1_FPN1-Asn144His-V5,
pcDNA3.1_FPN1-Arg40GIn-V5, pcDNA3.1_FPN1-Ser47Phe-V5 or pcDNA3.1_FPN1-Gly204Ser-V5) (B), were

treated with a C-ter biotinylated hepcidin-25 for 30 min, before being washed and lysed. The FPN1-hepcidin

164



complexes were purified on streptavidin beads and revealed by western blot analysis with V5 antibody
(Eluate); the fraction of FPN1-V5 not bound to hepcidin in each lysate is shown for comparison
(flow-through).

Figure 5. The p.Ser47Phe, p.Argd0GIn and p.Gly204Ser variants show different degrees of ubiquitination
after exposure to hepcidin. (A) HEK293 stably transfected with a tetracycline-inducible wild type FPN1-V5
fusion protein were treated with 4.3 nM native hepcidine for up to 120 min. Cells lysates were
immunoprecipitated with anti-V5 and blotted with anti-poly/mono ubiquitin antibody (FK2). The blot was
reblotted with the anti-V5 antibody to confirm FPN1-V5 protein expression. (B) Transiently transfected
HEK293T cells (pcDNA3.1_FPN1-WT-V5, pcDNA3.1 FPN1-Cys326Tyr-V5, pcDNA3.1_FPN1-Arg40GIn-VS5,
pcDNA3.1_FPN1-Serd47Phe-V5 or pcDNA3.1_FPN1-Gly204Ser-V5) were treated with 4.3 nM native
hepcidine for 30 min. Cells lysates were processed as described in (A). The data presented are
representative of two independent experiments.

Figure 6. Close-up views of the iron- and-hepcidin binding sites within the HsFPN1 N- and C-lobes in an
outward-facing conformation. Ribbon (A) and surface (B) representations of human FPN1 are shown, in
complex with hepcidin (blue ribbon) (pdb:6WBV). Amino acids discussed in the text are shown with atomic
details. The cobalt ions are represented as pink spheres, while a water molecule is shown in red in the ion
binding site of the C-lobe.

Table 1. Description of the study sample: SLC40A1 missense variations, family relationships, biological
and clinical data. *Age at diagnosis. **Qccasional: less than 1 drink per day for women and 2 drinks per day
for men; Daily: At least than 1 drink per day for women and 2 drinks per day for men. TS: transferrin
saturation (normal value < 50% in females, <60% in males); SF: serum ferritin (normal value < 200 ug/L in
females, < 300 in males); ASAT: aspartate aminotransferase (normal range 5-50 IU/L); ALT: alanine
aminotransferase (normal range 5-50 IU/L); GGT: gamma-glutamyl transferase (normal rage 5-55 IU/L);
Alkaline phosphatase: (normal range 44-147 1U/L); RBC: Red Blood Cells (normal range 4.0-5.7 x 1012/L);
Hb: hemoglobin (normal range 12.0- 18.0 g/dL); Ht: hematocrit (normal range 37-52%); MCV: mean

corpuscular volume (normal range 80-95 fL); HIC: hepatic iron concentration (normal value < 36 pmol/g).
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Article 3
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Article 3 : Ferroportin-1 structure and function: description of a new
ambivalent variation highlighting the role of the Ala350 residue in
conformational switching.

Cetroisieme article se base sur ’analyse fonctionnelle de cing variations décrites, chacune a une seule
reprise, chez des patients présentant une surcharge en fer. L'analyse fonctionnelle complete, évaluant
la perte et le gain de fonction, nous a amené a considérer de plus prés la variation p.Ala350Val, qui
présente une ambivalence fonctionnelle, que nous pouvons expliquer sur des bases structurales.
Larticle présentant ces résultats est en cours de rédaction.

Surcharges en fer liées a SLC40A1: caractérisation fonctionnelle, structurale et régulation a distance
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METHODS
Patients

Patients’ blood samples were sent to the laboratory of molecular genetics of the university hospital
of Brest for the genetic diagnosis of Mendelian disorders of iron metabolism. After ruling out the
main secondary cause of hyperferritinemia or hemochromatosis type 1 (i.e. homozygosity for the
HFE p.Cys282Tyr mutation), a targeted sequencing approach was applied, targeting the coding
sequences and intron/exon junctions of the HFE, HAMP, HJV, TFR2, SLC40A1, FTL and BMP6 genes.

Plasmid constructs

For iron release measurement, hepcidin binding and ubiquitination analyses, the wild-type (WT)
FPN1-V5 plasmid construct was generated by cloning full-length human SLC40A1 cDNA (Genbank
accession number NM_014585.5) into the pcDNA3.1-V5-HisTOPO vector (ThemoFisher Scientific).
For flow cytometry analyses, the wild-type FPN1-V5/CDS8 bicistronic plasmid construct was generated
by cloning full length human SLC40A1 and CD8 cDNA (Genbank accession number:
NM_001145873.1) into the pIRES2 DsRed-Express2 vector (Clontech); the DsRed-Express2
fluorescent protein coding sequence was removed and replaced by CD8 cDNA, while a V5 epitope tag
(GKPIPNPLLGLDST) was introduced in the fifth extracellular loop of FPN1 to facilitate cell surface
FPN1 detection by flow cytometry. All ferroportin mutations were introduced in the different vectors
by using the QuikChange Site-Directed mutagenesis kit, according to the manufacturer’s instructions
(Agilent Technologies). Sequencing analyses were performed to check the integrity of all plasmid

constructs (full length SLC40A1 cDNA sequenced after each site-directed mutagenesis).

Culture and transfection of human epithelial kidney (HEK)293T cells

HEK293T cells, from the American Type Culture Collection, were incubated at 37°C in a 5% CO2
humidified atmosphere and propagated in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Lonza,
Walkersville, MD, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum. Cells were transiently transfected
using Lipofectamine 2000 (ThemoFisher Scientific), according to the manufacturer’s instructions, and

a 3:1 transfection reagent (uL)/plasmid DNA (ug) ratio.

Human hepcidin-25 synthesis and secretion by T-Rex-293 cells

178



We used T-Rex-293 cells stably expressing the human HAMP cDNA under the induction of tetracyclin
(Uguen et al. in prep). Tetracycline (Sigma, St. Louis, MO, USA) was used to induce expression of the
84 amino acids hepcidin pre-propeptide from 1.10° T-Rex-293 cells. After 48h the cell supernatant
was collected, filtered through a hydrophilic nylon membrane (pore size: 0.2 mm), and measured for
hepcidin-25 levels using a commercially available competitive enzyme-linked immunosorbent assay
kit (ELISA; Peninsula Laboratories International, San Carlos, CA, USA). The supernatant was stored at

-20°C until used.

Flow cytometry analysis

HEK293T cells were seeded at 1.75x10° cells per well in 12-well plates and grown for 8h in
supplemented DMEM before transfection. 24h after transfection with the pIRES_FPN1-V5 CDS8
constructs, cells were treated (or not) with 2,2nM or 0.14nM of human-25 hepcidin for 16 hours.
Then, cells were trypsinized, transferred in hemolyse tubes and pelleted at 500g for 5 minutes at 4°C.
Cells were resuspended in 100 pl of PBS-EDTA (Lonza) supplemented with 10% of fetal bovine serum
(i.e. flow cytometry buffer), and exposed to anti-V5-FITC (1.13 pg/tube) (ThermoFisher Scientific)
and anti-CD8-APC (Miltenyi Biotec) (2 pl/tube) antibodies for 20 minutes at 4°C in the dark. After the
addition of 1ml of flow cytometry buffer, cells were pelleted at 500g for 5 minutes at 4°C and
resuspended in 400ul of flow cytometry buffer. Fluorescence intensities were analyzed using a BD

Accuri C6 flow cytometer (BD Biosciences) and the FlowLogic™ software (Miltenyi Biotec).

Hepcidin binding analysis

HEK293T cells were seeded at 3,5x10° cells per well in 6-well plates for 24h before transfection with
the pcDNA3.1-SLC40A1/V5 constructs. 24h after transfection, cells were treated with 10 pg/mL of
C-terminus biotinylated hepcidin (Bachem) for 30 minutes at 37°C. Proteins were extracted using
RIPA buffer (Boston BioProducts, Ashland, MA) supplemented with protease inhibitor cocktail
(Roche), and protein concentration determined by the BCA assay (Pierce, Rockford, IL). Protein
lysates were co-immunoprecipitated using the Dynabeads® MyOneTM Streptavidin T1 kit
(ThermoFisher Scientific), according to the manufacturer’s instructions. Western blot analysis was
performed using mouse horseradish peroxidase-conjugated monoclonal antibody against V5
(ThemoFisher Scientific). The membranes were incubated with the Luminata Forte substrate,
according to the manufacturer’s instructions (Merck-Millipore), and digitized for pattern analysis

using the GeneGnome system (Syngene).
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Immunoprecipitation and Western-Blot for ubiquitination

HEK293T cells were seeded at 3,5x10° cells per well in 6-well plates for 24h before transfection with
the pcDNA3.1-SLC40A1/V5 constructs. 24h after transfection, cells were treated with 1ug/mL of
human-25 hepcidin for 30 minutes. Proteins were extracted using RIPA buffer supplemented with
protease inhibitor cocktail, and protein concentration determined by the BCA assay. V5-tagged
proteins were purified using the V5- tagged Protein Purification Kit Ver.2 (MBL International
Corporation) according to the manufacturer’s instructions. Western blot analysis was performed
using mouse horseradish peroxidase-conjugated monoclonal antibody against V5 (ThemoFisher
Scientific), or primary anti-Ubiquitin (P37) antibody (Cell Signaling Technologies) followed by

HRP-coupled secondary antibody. The membranes were revealed as described above.

Structural analysis

Multi-species alignment of FPN1 sequence was performed using Uniprot

(https://www.uniprot.org/align) with sequences from human (Uniprot Q9NP59), chimpanzee

(Uniprot H2QJ48), dog (Uniprot E2RFJ3), mouse (Uniprot Q9JHI9), chicken (Uniprot G1N357),
xenopus (Uniprot Q6DDN2), zebrafish (Uniprot Q919R3) and Bdellovibrio bacteriovorus (BbFPN,
Uniprot Q6MLJO).

3D structures were visualized and analyzed using the UCSF Chimera program (Pettersen et al., 2004).
Coordinates of the experimental 3D structures were extracted from PDB (https:www.rcsb.org) and
correspond to (i) human FPN1 in the outward-facing state in an apo state (pdb 6W4S) or in presence
of Co*" and hepcidin (pdb 6WBV), (ii) BbFPN in an outward-facing state, in presence of K* (N-lobe,
pdb 5AYO), and BbFPN in an inward-facing state in presence of K* (N-lobe, pdb 5AYO).
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RESULTS
Patients

Clinical and biological data of the five patients are presented in Table 1. All patients were males, with
various ages at diagnosis, ranging from 20 to 71 years. Ferritin levels were more than twice the upper
limit (300ug/L in men), and transferrin saturation was above the limit of 45% in three patients. None
of them exhibited clinical features evocating a ferroportin disease or hemochromatosis (i.e. asthenia,
arthralgia, hepatomegaly, skin pigmentation, impotence. Family history of iron overload was noticed

for two patients.
Genetic testing

Five heterozygous SLC40A1 missense variations were identified, one in each patient (Table 1). All
patients were negative for genotypes known to cause hemochromatosis types 1 — 3 (in the HFE, HJV,
HAMP and TFR2 genes) and for mutations in the FTL gene 5’ untranslated region
(hyperferritinemia-cataract syndrome; OMIM#600886) and exon 1 (hyperferritinemia without iron
overload and cataract; OMIM#134790). The five variations were absent (or present at a very low
frequency, i.e. minor allele frequency <10°) in the gnomAD population database (V2.2.1), and have
never been associated with iron overload in literature, except for the p.Ala350Val variation described
in a patient but without individual phenotypical data available (Landemaine et al., 2021). Almost all
variations are predicted as pathogenic by in silico prediction algorithms, with CADD (Rentzsch et al.,
2019) and REVEL (loannidis et al., 2016) scores above 20 and 0.5 respectively (Uguen et al. in prep)
(Table 2).

In vitro assessment

Both loss and gain-of-function consequences of the variations have been assessed, testing the cell

surface expression of human FPN1, its iron export capacity and its hepcidin sensitivity.

Cell surface expression and iron export ability

The cell surface expression of all variants was assayed in transiently transfected HEK293T cells using a
bicistronic construct that enables the co-expression of FPN1 (conjugated with a V5 epitope) and the
cluster of differentiation CD8, as previously reported (Guellec et al.,, 2019). As expected, the
exogenous expression of WT FPN1 resulted in cell surface localization, whereas the well known
p.Vall62del loss-of-function mutant showed markedly mislocalization (Figure 1A). The five tested

FPN1 variants did not cause obvious mislocalization of the iron transporter
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The impact of the variations on the iron-export function was assessed using radioactively

labeled iron. HEK293T cells were transiently transfected with pcDNA3.1 plasmids encoding FPN1-V5
fusion protein, and 24 hours after transfection, cells were cultured in 20 ug/L >5 Fe-transferrin for 16

hours, washed, and placed in a serum-free medium. The cell lysates were assayed for >*Fe quantity,
[B-gal activity (to correct for differences in transfection efficiency) and total protein concentration (to
correct for differences in final cell number). As shown in Figure 1B, cells transfected with WT
ferroportin 1-V5 displayed more than 60% decrease in iron accumulation compared to the empty
vector (EV). The p.Ala77Asp variant, known to display a loss of iron export, was used as a negative
control. The p.Ala350Val was not able to export **Fe in amounts comparable with WT FPN1 (p<0.01).
The four other variants (p.Vall113Ala, p.Leul20Pro, p.Thr361Pro, p.Arg364Cys) were able to export

iron in amounts comparable to the WT protein.

Taken together, these results demonstrate that the p.Ala350Val variation is a loss-of-function
mutation without impairing cell surface expression, whereas the other new variations do not exhibit

a loss-of-function effect.

Resistance to hepcidin

We assessed the ability of hepcidin, the known FPN1 post-translational repressor, to reduce the cell
surface expression of the iron transporter. Using flow-cytometry analyses and the same bicistronic
plasmids as described above, we compared the expression of FPN1 in HEK293T transiently
transfected and cultured in presence or absence of a natural human hepcidin-25 produced as
previously described (Uguen et al. in prep) for 16 hours. The concentration of hepcidin was measured
using an ELISA assay at 2.2nmol/l. As controls, we used the p.Cys326Tyr mutation, known to confer a
total resistance to hepcidin (Drakesmith et al., 2005), and the p.Asn144His variant, described as a
partial resistant mutation (Fernandes et al., 2009). As expected and shown in Figure 2A-B, hepcidin
treatment led to the decrease in WT FPN1 surface expression, with 75% of expression reduction,
whereas for the p.Cys326Tyr control, no change in cell surface expression was noticed, and for the
p.Asnl144His variant, the reduction in cell surface expression was reduced in intermediate amounts
(~50%). The p.Ala350Val variant exhibited a total resistance to hepcidin, whereas for the p.Leu120Pro
variant, we noted an expression reduction in the same amounts as p.Asn144His. Finally, for the
p.Val113Ala, p.Thr361Pro and p.Arg364Cys substitutions, levels of reduction in cell surface expression

seemed to be comparable to the WT condition.
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For these last three variants, we aimed to reveal a more subtle hepcidin resistance, as we
already described for the p.Gly204Ser variant (Uguen et al. in prep). We evaluated the FPN1
expression upon treatment of a decreased concentration of hepcidin (0.14nM). The p.Asn144His and
p.Gly204Ser variants served as controls, exhibiting a partial and a weak resistance, respectively
(Uguen et al. in prep). As expected, a weak hepcidin resistance was revealed for the p.Gly204Ser
variant. The p.Vall13Ala variant was the only tested variant where the decrease in FPN1 expression

was significantly different from the WT protein.

Based on these results, we can classify the p.Ala350Asp as a complete resistant variant, the
p.Leul120Pro variant as partially resistant, p.Vall13Ala as a weak resistant variant, and p.Thr361Pro

and p.Arg364Cys as hepcidin-sensitive variants.

FPN1 resistance to hepcidin can result from a hepcidin-binding impairment, like the
p.Cys326Tyr well known mutation (Drakesmith et al., 2005), whereas for the p.Asnl44His the
interaction is preserved (Fernandes et al., 2009). We tested the ability of hepcidin to bind WT and
mutant FPN1 using a C-ter biotinylated hepcidin followed by a streptavidin pull-down (Uguen et al. in
prep). Briefly, HEK293T cells were transiently transfected with pcDNA3.1 plasmids encoding FPN1-V5
fusion protein for 24 hours, and treated with C-ter biotinylated hepcidin-25 for 30 minutes before
being washed and lysed. The FPN1-hepcidin complexes were purified on streptavidin beads and
revealed by western blot analysis with V5 antibody. As expected, we revealed the hepcidin-FPN1
complexes for the WT and p.Asnl44His conditions, whereas no signal was present for the
p.Cys326Tyr variant. Among the new variants, the p.Ala350Val variant was the only variant exhibiting

a complete loss of hepcidin binding (Figure 3A and Supp Figure 1).

Ubiquitination is a requirement for internalization and degradation of FPN1 following
exposure to hepcidin (Qiao et al., 2012). We studied the ubiquitination of the iron transporter before
and after hepcidin treatment. HEK293T cells were transiently transfected with pcDNA3.1 plasmids
encoding FPN1-V5 fusion protein for 24 hours, before being treated with human native hepcidin-25,
and after V5-tagged protein purification the ubiquitination was revealed by Western blotting with an
anti-poly/mono ubiquitin (FK2, Cell Signaling) antibody. We used the p.Cys326Tyr mutant as a
control. As displayed in Figure 3B (and Supp Figure 2), the p.Ala350Val variant showed no increased
amounts of ubiquitination after hepcidin treatment, like the p.Cys326Tyr variant, while the
p.Leu120Pro variant showed lower amounts of ubiquitination than the WT FPN1. Finally, we did not
notice an increase of ubiquitination of the p.Valll3Ala upon hepcidin treatment, but with a
surprisingly high amount of ubiquitination in the absence of hepcidin. Apart from this last variant,

these results are in concordance with flow cytometry experiments.

183



Taken together, all these results enabled to classify the variations as exposed in Table 3:
p.Leul20Pro and p.Vall13Ala as gain-of-function mutations, with partial and weak hepcidin resistant
variants, respectively, and normal iron export function, whereas p.Ala350Val is classified as an
ambivalent variation, with a decrease in iron export function and hepcidin resistance. Finally, the
p.Thr361Pro and p.Arg364Cys can be classified as neutral variations, with normal iron export function

and sensibility to hepcidin.

Structural overview of the ambivalent p.Ala350Val variation

The belonging of FPN1 to the Major Facilitator Superfamily (MFS) implies tight interactions between
N- and C-termini lobes during the switch between the two extreme configurations, i.e. outward and
inward-facing. MFS proteins are composed of four (two per lobe) inverted repeats of three
transmembrane (TM) helices (namely A, B and C) (Quistgaard et al., 2016; Radestock & Forrest, 2011)
(Supp Figure 3). In 2016, Quistgaard and collaborators summarized the structural bases of MFS
proteins transport mechanism, highlighting the role of the B-helices (TM2, TM5, TM8 and TM11) in
the so called “rocker-switch” model (Quistgaard et al., 2016). More precisely, the movements

between the two lobes are, among others, permitted by the bending of these helices.

TM5 and TM8 face each other at the interface between the two lobes, as presented in the
3D structure of human FPN1 in the outward-facing state (Figure 4A and Supp Figure 3, pdb 6WBV),
and the structure of BbFPN in the outward-facing (Figure 4B, pdb 5AYN) and inward-facing states
(Figure 4C, pdb 5AYO). As shown in figure 4D, the structure of TM8 is slightly bent. On the other
hand, TM5 is of particular interest. Like a substantial rate of TM helices (Kneissl et al., 2011), TM5
presents a kink. The exact definition of a kinked helix is not consensual, but a bending angle greater
than 20° and the presence of a proline in its vicinity are two frequently used characteristics (Kneissl
et al,, 2011; Langelaan et al., 2010). Using the 3D structure of human FPN1, we measured the angle
value between the two axes formed by the two portions of TM5 at 32.7°, and a highly conserved
proline was found at position 189 (Supp. Figure 3). This bending is also found in BbFPN, and is
preserved between in both outward- (PDB 5AYN) and inward-facing (PDB 5AYN) conformations, with
angle values of 39.3° and 37.4°, respectively (Figure 4E). The lle186 residue is localized at the center
of this bending, and is conserved in vertebrates but not in BbFPN, where a valine, another
hydrophobic amino acid, is found at position 167 (Supp. Figure 3). This kinked conformation and the
localisation of TM5 at the interface between N- and C-termini lobes makes it an important player in
conformational switching of MFS proteins (Holyoake & Sansom, 2007; Nagarathinam et al., 2018;

Quistgaard et al., 2016).
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The position of Ala350 (Ala288 in BbPFN) at the interface between TM8 and the bending
angle of TM5 led us to speculate a putative role of this residue in the dynamic of conformational
switching. Because the IF structure of HsFPN is not available, we used BbFPN OF and IF structures to
explore this hypothesis. Figure 4F shows the superimposition of TM5 and TM8 in OF and IF structures
of BbFPN, matched on TM5. Vall67 appears to engage a rotation around Ala288 during the
conformational change, keeping a relative short distance with the residue (3.5 A in the OF state vs
3.7 A in the IF state). More importantly, the surface analysis shows that the two residues are
interlocking, like a gear, in the IF state, when TM5 and TM8 are close in their extracellular portion, to

let the intracellular cavity open (Figure 4F).

Based on these observations, we investigate the impact of the substitution of Ala250 with
valine. Using the HsFPN structure, we highlighted that this substitution would lead to a steric clash
with Ile186 (the equivalent of Val167 in BbFPN), due to the too short distance between the second y

carbon of Val350 mutated residue and the second y carbon of lle186 in TM5 (Figure 5A-B).

The structural basis of the hepcidin resistance conferred by the p.Ala350Val variation is more
subtle. It is known that hepcidin and its disulfide cage bind into a hydrophobic pocket at the center of
FPN1 (Aschemeyer et al., 2018; Billesbglle et al., 2020). As shown in figure 5C-D, the Ala350 residue
faces the central hydrophobic cavity, where hepcidin sits, in the vicinity of Cys326. The substitution
of alanine with valine would lead to a modification of the surface of this cavity, possibly impairing the

binding of hepcidin.

The two other functionally relevant variations of our study, i.e. p.Val113Ala ant p.Leu120Pro,
are both located at the end of TM3, at the extracellular side of the helix (Figure 7C). Their
gain-of-function effect raises the question of their role in the interaction with hepcidin. They are not
thought to directly interact with hepcidin, which is in concordance with the preserved interaction
with hepcidin in our experiments, and the partial, even weak for the p.Val113Ala variation, hepcidin
resistance. Val113 and Leul20 are not strictly conserved across species (Figure 5), but Leu120 is
located in the extracellular loop between TM3 and TM4, and it is likely that the substitution of
leucine with proline in this loop could destabilize the conformation of TM3. More studies are needed
to characterize this effect. The effect of valine to alanine substitution at position 113 is hard to
explain, and we could speculate that the effect is likely to be subtle, as we observe a weak resistance

to hepcidin.
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LEGENDS OF FIGURES AND TABLES

Figure 1. Cell surface expression and iron export ability of wild type and mutant FPN1 proteins. A)
HEK293T cells were transiently transfected with the bicistronic pIRES2 plasmid encoding both
full-length human FPN1-V5 and CD8. After 36 h, cells were double-stained for CD8 (APC) and the
FPN1-V5 fusion protein (FITC) and analyzed by 2-color flow cytometry. Data are presented as
percentages of FPN1-positive over CD8-positive events. Each bar represents the means + sd of 5
independent experiments. B) HEK293T cells were transfected with pcDNA3.1-FPN1-V5-His vectors,
grown for 24 h, and then fed with 20 pug/ml 55Fe-transferrin for 16 h. Cells were then washed and
counted. Counts per minute (cpm) were normalized by total protein and [-gal activity. Each bar
represents the means + sd of 5 independent experiments. P values were calculated by a Student's t

test. ** p<0.01, *** p<0.001 and **** p<0.0001.

Figure 2. Hepcidin resistance assessment of the different mutant FPN1 proteins. HEK293T cells
were transiently transfected with the bicistronic pIRES2 plasmid encoding both full-length human
FPN1-V5 and CD8 24 hours before being treated with A) 2.2nM or B) 0.14nM of native hepcidin for
16 hours. Cells were then double-stained for CD8 (APC) and the FPN1-V5 fusion protein (FITC) and
analyzed by 2-color flow cytometry. Data are presented as percentages of FPN1-positive over
CD8-positive events. Each bar represents the means + sd of 5 independent experiments. P values

were calculated by a Student's t test. ** p<0.01, *** p<0.001 and **** p<0.0001.

Figure 3. Hepcidin abilities to bind and induce ubiquitination of wild-type and mutant FPN1
proteins. A) HEK293T cells were transfected with pcDNA3.1-FPN1-V5-His vectors, grown for 24 h, and
treated with 10 pg/mL of C-terminus biotinylated hepcidin (Bachem) for 30 minutes. Cells were lysed
and protein lysates were pulled down using the Dynabeads® MyOneTM Streptavidin T1 kit
(ThermoFisher  Scientific), before western blotting using the mouse horseradish
peroxidase-conjugated monoclonal antibody against V5. B) HEK293T cells were transfected with
pcDNA3.1-FPN1-V5-His vectors, grown for 24 h, and treated with 2.2nM of native hepcidin for 30
minutes. Proteins were extracted and V5-tagged proteins were purified using the V5- tagged Protein
Purification Kit Ver.2 (MBL International Corporation). Western blot analysis was performed using
mouse horseradish peroxidase-conjugated monoclonal antibody against V5 (ThemoFisher Scientific),
or primary primary anti-Ubiquitin (P37) antibody (Cell Signaling Technologies) followed by
HRP-coupled secondary antibody. FT= flowthrough.
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Figure 4. Structural analysis of HsFPN and BbFPN. A-C) Overview of the tridimensional structure of
human FPN1 (HsFPN) (A), in the outward-facing (OF) state in presence of hepcidin (purple), described
by Billesb@lle et al. (pdb 6WBV), and of BbFPN, in the OF (B, pdb 5AYN) and inward-facing (IF) (C, pdb
5AYO) states. D and E) Superimposition of TM8 (D) and TM5 (E) between HsFPN in the OF state (gold)
and BbFPN in the OF (green) and IF (red) states. F) Superimposition of BbPN structures in the OF
(green) and IF (red) states, matched on TM8. The Val167 in TM5 turns around the Ala288 in TM8.
Prol170 is a critical residue for the kinked conformation, and Gly285 is primordial in the packing of
the two helices. G and H) Surface visualization of TM5 (green) and TM8 (orange and red) in the OF
(G) and IF (H) states of BbFPN, showing the “nesting” of Ala288 and Val167 in the IF state.

Figure 5. Impact of the p.Ala350Val variation on human FPN1 structure. A and B) Visualization of
the impact of the substitution of alanine (A) to valine (B) at position 350 on HsFPN structure in the
OF state. The p.Ala350Val substitution leads to a steric clash (red line) due to too short distance with
le186. C and D) Surface analysis of the Ala350 and Val350 residues. From the tridimensional
structure of human FPN1 without hepcidin (PDB 6W4S). The substitution of alanine (C) with valine
(D) at position 350 (orange) leads to a modification of the surface of the central hydrophobic cavity in
the vicinity of the Cys326 residue (red) which binds to hepcidin. E) Representation of the position of
the Vall113 and Leul20 residues (orange), in the TM3 (green) of HsFPN. Transparent red lines

represent the plasma membrane.

Table 1. Clinical and biological data of the five patients in this study. TSAT, transferrin saturation;

AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; HIC, hepatic iron concentration.

Table 2. Population frequencies and in silico predictions (CADD and REVEL) of the five variants.

Table 3. Summary of the functional consequences of the tested substitutions.

Supp. Figure 1. Representation of the three independent experiments of hepcidin binding.
HEK293T cells were transfected with pcDNA3.1-FPN1-V5-His vectors, grown for 24 h, and treated
with 10 pg/mL of C-terminus biotinylated hepcidin (Bachem) for 30 minutes. Cells were lysed and
protein lysates were pulled down using the Dynabeads® MyOneTM Streptavidin T1 kit (ThermoFisher
Scientific), before western blotting using the mouse horseradish peroxidase-conjugated monoclonal
antibody against V5. The asterix (*) represent variants tested but not discussed in this study. FT=

flowthrough.

Supp. Figure 2. Representation of the three independent experiments of ferroportin

ubiquitination. HEK293T cells were transfected with pcDNA3.1-FPN1-V5-His vectors, grown for 24 h,
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and treated with 2.2nM of native hepcidin for 30 minutes. Proteins were extracted and V5-tagged
proteins were purified using the V5- tagged Protein Purification Kit Ver.2 (MBL International
Corporation). Western blot analysis was performed using mouse horseradish peroxidase-conjugated
monoclonal antibody against V5 (ThemoFisher Scientific), or primary primary anti-Ubiquitin (P37)
antibody (Cell Signaling Technologies) followed by HRP-coupled secondary antibody. The asterix (*)

represent variants tested but not discussed in this study. FT= flowthrough.

Supp. Figure 3. Extracellular view of HsFPN in the IF state (pdb 6WBV). The different helices are
named with their numbers and the letter A, B and C. The dashed line represents the limit between

the N- and C-lobes.

Supp. Figure 4. Multispecies sequence alighment of ferroportin, focused on TM3, TM4, TM5, TM7b
and TM8. Transmembrane helices and residues are colored according to the 3D structure of HsFPN

on figure 4.
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Discussion

La problématique de Uinterprétation des variations faux-sens dans le domaine des
maladies rares: des outils disponibles a ’expertise structurale et fonctionnelle

Nous venons de voir dans cette premiére partie que U'interprétation des variations faux-sens dans
une pathologie rare est parfois difficile. Lavénement du séquencage haut débit a permis une amélio-
ration sans précédents du rendement diagnostique et la découverte de nouvelles bases moléculaires
de pathologies, voire des possibilités thérapeutiques (Boycott et al., 2013; Vissers et al., 2016), mais a
aussi vu augmenter le nombre de variations de signification incertaine (Ream and Mikati, 2014; Tim-
mermans et al., 2017; Vears et al., 2017). Il s’agit le plus souvent de variations faux-sens (changement
d’un acide aminé), qui représentent environ dix milles des trois millions de variations retrouvées dans
un génome humain (Ng et al., 2008; Lupski et al., 2010).

Du fait de la rareté de la pathologie et des variations, de la dichotomie fonctionnelle, des phénocopies
et de la complexité de la biologie de la ferroportine, le cas des mutations faux-sens touchant le gene
SLC40A1 pourrait étre qualifié de caricatural lorsque 'on évoque les difficultés d’interprétation des
variations.

Le travail présenté ici a permis de montrer 'importance des données fonctionnelles mais également
structurales dans l'interprétation des variations du gene SLC40A1, tout en proposant une aide au di-
agnostic pour tout biologiste pouvant étre confronté a un variant rare dans ce gene.

a. Les analyses fonctionnelles : un pont entre Uinterprétation des variations et la compréhen-
sion biologique de la protéine et de sa régulation

La majorité des variations décrites a ce jour dans le gene SLC40A1 (47/65) ont été testées fonction-
nellement, ce qui permet de mieux les classer selon la classification ACMG mais également distinguer
les variations perte et gain de fonction (Schimanski et al., 2005; Détivaud et al., 2013; Callebaut et
al., 2014). Cependant, les données fonctionnelles qui ont été prises en comptes dans ce travail sont
hétérogenes, en termes de type cellulaire utilisé, de tests fonctionnels réalisés, et, pour certains
variants, méme en termes de conclusions. Nous pouvons, a titre d’exemple, revenir sur la situation
du résidu Asnl44, au niveau duquel quatre variations faux-sens ont été décrites : p.Asn144Asp,
p.Asn144Thr, p.Asn144Ser et p.Asn144His. Les données fonctionnelles vont majoritairement dans le
sens d’un gain de fonction avec une résistance a ’hepcidine et un export du fer préservé (Drakesmith
et al., 2005; Fernandes et al., 2009; Callebaut et al., 2014), a I’exception de I'’équipe de Schimanski,
qui conclut que les variations p.Asn144His et p.Asn144Asp n’ont pas d’effet (Schimanski et al., 2005).
De facon plus subtile, alors que certains considerent que les variations p.Asn144His et p.Asn144Asp
n’alterent pas la fixation entre FPN1 et ’hepcidine (Fernandes et al., 2009), d’autres sont en désac-
cord, concluant que la position Asn144 est critique pour l'interaction entre le transporteur et son
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régulateur, interaction cette fois décrite comme perdue avec le mutant p.Asn144Asp (Aschemeyer et
al., 2018).

Un autre exemple est la variation p.GIn248His, variation présente a une fréquence particulierement
élevée dans la population africaine (Gordeuk et al., 2003; Albuquerque et al., 2011). Certaines
équipes ont montré que cette variation réduisait 'export de fer (McGregor et al., 2005) et la sensibilité
a Phepcidine (Nekhai et al., 2013) alors que I’équipe dans laquelle j’ai réalisé ma thése a conclu
que cette variation était neutre (Callebaut et al., 2014). A noter que cette variation a un temps été
associée a une protection contre la malaria (Zhang et al., 2018b), avant qu’une étude sur un plus
grand échantillon ne vienne réfuter cette hypothése (Muriuki et al., 2019).

Ces deux exemples illustrent le biais expérimental dans les études fonctionnelles liées a FPN1.
L'idéal serait une harmonisation des tests fonctionnels, et l'utilisation de modeéles cellulaires plus
proches de la situation physiologique, nous en parlerons plus loin. Il est également utile de souligner
que la plupart des tests de résistance a I’hepcidine ont été réalisés a partir d’'une hepcidine synthé-
tique et a des concentrations bien plus élevées que dans le corps humain (estimée a 7.8nM chez
’homme) (Galesloot et al., 2011). Ceci pourrait altérer la capacité a révéler des résistances partielles
a ’hepcidine par exemple. Lapproche que nous avons développée a partir d’une hepcidine native
nous permet de nous rapprocher déja des valeurs physiologiques et de mettre en évidence des
résistances partielles. D’autres équipes ont utilisé les cellules HepG2 pour produire de ’hepcidine
aprés stimulation par le facteur BMP6, permettant également de travailler sur une hepcidine native
(Traeger et al., 2021).

Il a depuis longtemps été admis qu’il existait une dichotomie entre les variations perte de fonction,
responsables de la maladie la ferroportine, et les mutations gain de fonction impliquées dans
’hémochromatose de type 4. Cette situation n’est pas rare en pathologie humaine, on peut par
exemple citer le cas du gene PMP22 ou une duplication du gene entraine sa surexpression et
la neuropathie de Charcot Marie Tooth de type 1A, alors qu’une délétion du géne entraine une
neuropathie héréditaire avec hypersensibilité a la pression (Li et al., 2013). Cependant, il est
important dans notre cas de bien définir le terme de gain de fonction. En effet, ce terme, utilisé
en pathologie constitutionnelle ou en génétique somatique, cache en réalité plusieurs possibilités,
pouvant désigner des variations entrainant une surexpression du géne, comme le cas de PMP22,
la synthese d’une protéine hyperactive, comme dans le cas des mutations de FGFR3 et le spectre
des hypochondroplasies/achondroplasies (Naski et al., 1996), ou encore la synthese d’une protéine
aux fonctionnalités différentes, comme la mutation p.Met358Arg du gene de l'alpha 1-antitrypsine
(Owen et al., 1983). Dans notre cas, le gain de fonction représente la résistance de la protéine a son
régulateur, ’hepcidine. Ainsi, alors que dans le cas de PMP22 il est difficile d’imaginer la possibilité
de la coexistence d’un effet ambivalent, cette hypothése n’est pas exclue pour la ferroportine.

Plusieurs auteurs ont évoqué la possibilité que certaines mutations faux-sens du gene SLC40A1 puis-
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sent a la fois étre associées a une perte et a un gain de fonction. Suivant les exemples choisis, les bases
moléculaires sous-jacentes pouvaient étre difficiles a comprendre (Détivaud et al., 2013; Praschberger
et al., 2014; Wallace et al., 2017; Vlasveld et al., 2019). Un point intéressant concerne cependant les
mutations a Uintérieur ou au voisinage direct des sites de liaison de cations divalents, et du fer en
particulier, et de ’hepcidine au niveau des lobes N- et C-terminaux (Billesbglle et al., 2020).

Dans ce contexte, nous décrivons pour la premiere fois des mutants qui alterent Uexport du fer sans
modification de la présence de la protéine en membrane, et une résistance a ’hepcidine. Nous ex-
pliquons cette ambivalence au niveau structural.

Pour le cas de la variation p.Ser47Phe, la proximité du site de liaison du fer pourrait expliquer 'effet
perte de fonction, par la déstabilisation de I’environnement local de ’hélice transmembranaire 1, ou
est localisé le site de coordination du cation divalent au niveau du lobe N-terminal (Deshpande et al.,
2018; Billesbglle et al., 2020). Leffet gain de fonction s’expliquerait quant a lui par la perte de la liai-
son hydrogéne entre la chaine latérale de la sérine 47 de la ferroportine et la proline 5 de ’hepcidine.
Nos expériences n’ont en revanche pas mis en évidence de perturbation de l'interaction hepcidine-
ferroportine, suggérant un mécanisme plus subtil qu’une perte totale d’interaction, ou un biais ex-
périmental lié a l'utilisation d’une grande quantité d’hepcidine biotinylée.

Concernant la variation p.Arg40Gln, la perte de fonction pourrait étre liée a la perte d’interaction en-
tre le résidu Arg40, situé dans ’hélice TM1, et le résidu Asp325, dans [’hélice TM7. Les hélices TM1 et
TM7 sont impliquées dans la “gate” extracellulaire, importante pour la stabilisation de la protéine en
conformation “inward-facing” (Taniguchi et al., 2015; Drew et al., 2021), et l'interaction entre ces deux
résidus (Arg40 et Aps325) a déja été mise en évidence au niveau structural (Le Tertre et al., 2021a). Il est
intéressant de noter toutefois que cette position a déja été investiguée par I'’équipe dans laquelle j’ai
effectuée ma these, ainsi que par Bonaccorsi di Pati et al. (Le Gac et al., 2013; Bonaccorsi di Patti et al.,
2014). Le résidu Arg40, trés conservé au sein des especes, a été substitué successivement en alanine
et acide aspartique (Le Gac et al., 2013) et en méthionine (Bonaccorsi di Patti et al., 2014). La seule
variation ayant montré un effet sur la fonction de la protéine est la substitution en acide aspartique,
responsable d’un défaut d’adressage en membrane de la protéine. Ces résultats semblent en contra-
diction avec I’hypothese du rdle de I’Arg40 dans la coordination du cation divalent via U'interaction
avec Asp325. Les méthodes d’investigation fonctionnelles étaient en revanche différentes, et aucune
de ces deux études n’ont recherché une résistance a ’hepcidine de ces variations. Une analyse plus
fine de la surface accessible de la protéine a mis en évidence le role potentiel de la chaine latérale de
Arg40 dans la cavité de liaison a ’hepcidine.

Pour la variation p.Ala350Val, nous suggérons que la perte de fonction réside dans 'impact de la mod-
ification du résidu en position 350 dans la dynamique des hélices TM5 et TM8 lors des changements
conformationnels indispensables a la fonction d’export du fer de FPN1. Il est intéressant de noter
qu’une autre variation est retrouvée autour de ce site d’interaction entre les deux hélices, mais dans
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’hélice TM5 cette fois. Il s’agit de la variation p.Asn185Asp, décrite dans deux familles distinctes (Mor-
ris et al., 2005; Le Lan et al., 2011), et dont les données fonctionnelles concluent a une perte de fonc-
tion, sans résistance a ’hepcidine (Détivaud et al., 2013).

Le gain de fonction quant a lui résiderait dans la modification de la surface de la poche hydrophobe
fixant ’hepcidine. Pourtant, la modification d’une alanine par une valine, résidu également hy-
drophobe, reste modeste et il est difficile de conclure que ce seul effet sur la surface soit a l'origine
d’une résistance totale avec rupture d’interaction avec ’hepcidine. Cependant, une perturbation des
changements entre les deux conformation extréme de la protéine induite par la variation pourraient
altérer la stabilité de la protéine en conformation “outward-facing”, la maintenant préférentiellement
dans la conformation inverse, et 'empéchant ainsi d’interagir avec ’hepcidine. Cette hypothése doit
malgré tout prendre en compte que la conformation de base, la plus stable énergétiquement, est la
conformation “outward-facing”.

La variation p.Ala350Val a déja été retrouvée chez un patient présentant une surcharge en fer par une
équipe frangaise, mais les données cliniques n’étaient pas disponibles (Landemaine et al., 2021). La
méme équipe a d’ailleurs décrit une autre variation a cette position, p.Ala350Thr. Enfin, une autre
équipe a décrit un patient de 62 ans présentant une hyperferritinémie sévere (2600 ug/l) et un co-
efficient de saturation de la transferrine normal (23,7%). Une analyse du géne SLC40A1 a révélé la
présence de la variation p.Ala350Asp (Ravasi et al., 2021). Ces observations posent la question d’un
potentiel hotspot mutationnel, révélant que ce mécanisme de perte de fonction n’est pas si rare.

Cliniquement, les patients que nous décrivons présentent une surcharge en fer évocatrice d’une perte
de fonction, soit une hyperferritinémie sévere (>1000 ug/l) contrastant avec un coefficient de satu-
ration de la transferrine normal ou légérement augmenté. Lexport du fer est une fonction perma-
nente de la ferroportine, alors que la réponse a ’hepcidine n’intervient qu’en cas de sécrétion de cette
derniére, pour faire face a une quantité trop importante de fer dans le compartiment sanguin. Ainsi,
il est compréhensible qu’en cas d’ambivalence, la conséquence principale reste une accumulation de
fer dans le compartiment intracellulaire. Néanmoins, il parait légitime de se poser la question de la
participation de la résistance a I’hepcidine dans les stades avancés de la pathologie, ou une surcharge
mixte apparait. Il pourrait étre intéressant d’évaluer ’évolution des patients présentant une variation
ambivalente en comparaison de patients présentant une “simple” perte de fonction par exemple. Il
faut cependant noter que le nombre de patients reste faible a ce jour, et qu’il existe de nombreux
facteurs, génétiques ou environnementaux, qui peuvent aggraver ou ralentir la surcharge en fer.

b. Les prédictions in silico, un choix d’outils raisonné et une interprétation prudente

Les données fonctionnelles sont d’une importance cruciale dans 'interprétation des variations faux-
sens, mais elles ne sont pas toujours disponibles et demandent une expertise sur le géne et sa pro-
téine. Lors de l'interprétation d’une variation découverte a l'occasion, par exemple, d’un séquencage
haut débit, 'absence de données fonctionnelles demande ['utilisation d’autres outils. Les recomman-
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dations de ’ACMG (Richards et al., 2015) proposent un certain nombre de critéres permettant d’aider a
la classification des variations, et parmi eux les données des algorithmes de prédiction in silico ont leur
place, bien qu’avec un poids plutot faible. Nous avons vu qu’il existe beaucoup d’outils disponibles,
qui se basent sur la conservation, comme GERP++ (Davydov et al., 2010), ou les propriétés physico-
chimiques des acides aminés, comme SIFT (Ng and Henikoff, 2001). Les derniers outils disponibles
utilisent des approches de réseaux de neurones ou de régression logistique pour intégrer plusieurs
scores et améliorer la sensibilité et la spécificité de 'ensemble des prédictions, comme CADD (Kircher
et al., 2014), REVEL (loannidis et al., 2016), MetaLR (Dong et al., 2015), DANN (Quang et al., 2015).

Il est recommandé d’utiliser au moins deux outils différents, mais le choix des outils est laissé a la dis-
crétion de l'utilisateur. La difficulté dans ce choix réside dans les variants a utiliser pour comparer les
performances des différents outils. En effet, la plupart des outils de prédiction utilisent les données
disponibles, notamment dans la base de données Clinvar ou HGMD (Human Gene Mutation Database)
(Stenson et al., 2017), pour entrainer les algorithmes. Mais, la meilleure solution reste ['utilisation de
variants testés fonctionnellement, variants pathogénes et surtout variants bénins, pour déterminer
quelle combinaison permet le meilleur compromis entre la sensibilité (peu de de faux-négatifs) et
la spécificité (peu de faux-positifs). La plupart des auteurs s’accordent aujourd’hui sur le fait que la
combinaison des outils va dépendre de la protéine considérée (Oza et al., 2018; Luo et al., 2019; Jolly
et al., 2020) et que les prédictions pourront étre améliorées par une meilleure prise en compte de la
structure 3D de la protéine.

Concernant le géne SLC40A1, ’équipe de Mayr s’était déja posée la question en 2010, montrant que
le score Polyphen-2 avait une sensibilité de 99% et une spécificité de 67% pour la classification de 32
variations classées pathogenes (Mayr et al., 2010). Entre temps, le nombre de variations décrites a
augmenté, ce qui explique que, sur les 56 variants pris en compte dans notre étude, les valeurs sont
différentes pour cet outil (87.5% de sensibilité, 62.5% de spécificité). De plus, les outils de prédic-
tion se sont développés, donc nous avons souhaité réaliser une nouvelle comparaison, mettant en
évidence que la concordance entre les outils CADD et REVEL présentaient le meilleur compromis sen-
sibilité/spécificité. Lune des principales limites de notre travail restera le faible nombre de variations
utilisées, en particulier pour le contingent des variants neutres qui patissent souvent d’un défaut de
description. Un autre point de vigilance concerne la dichotomie fonctionnelle des mutations. Plus
généralement, il est décrit que les variations gain de fonction ont une conséquence structurale moin-
dre que les variations perte de fonction (Gerasimavicius et al., 2022), pouvant mettre en défaut les
algorithmes de prédiction et classer a tort une variation gain de fonction comme neutre. Ce risque
est d’autant plus important dans le cas de FPN1 que la régulation par I’hepcidine est un mécanisme
retrouvé uniquement chez les vertébrés. C’est d’ailleurs ce que l'on voit dans notre cas, ou la sensi-
bilité des outils de prédiction tend a étre meilleure pour les variants perte de fonction que gain de
fonction. Encore une fois, ces outils de prédiction sont a utiliser de fagon raisonnée, et entrent dans
une analyse plus globale de la variation.
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Notre étude a montré la supériorité de l'expertise structurale sur les prédictions in silico pour
Uinterprétation de variations pour lesquelles il manque de données fonctionnelles. La mise au point
d’outils de prédictions basés sur la structure de la protéine est une question a laquelle plusieurs
équipes ont tenté de répondre ces derniéres années. Une des limites de cette approche est qu’il
faut connaitre la structure tridimensionnelle de la protéine. La prédiction de la structure 3D d’une
protéine en l'absence de données expérimentales est un défi que plusieurs équipes tentent de
relever depuis plusieurs années, et récemment deux algorithmes semblent sortir du lot : AlphaFold2
développé par DeepMind de Google (Jumper et al., 2021) et RoseTTaFold (Baek et al., 2021). Al-
phaFold, par exemple, utilise les réseaux de neurones pour prédire la structure d’une protéine
uniquement a partir de sa séquence. Bien que ces algorithmes aient montré des performances
intéressantes pour la prédiction des structures 3D, leur utilisation dans le contexte de la prédiction
de 'impact de variations faux-sens, qui rappelons-le n’est pas 'objectif de départ de ces outils, souffre
encore de nombreuses limitations (Pak et al., 2021; Buel and Walters, 2022; Sen et al., 2022).

Ilestintéressant ici de comparer la structure prédite par ces algorithmes et la structure expérimentale
de FPN1. La structure prédite par AlphaFold étant disponible publiquement (PDB AF-QINP59-F1), je
I’ai superposée a la structure proposée par Billesbglle et al., en 'absence d’hepcidine et en I'absence
de cation divalent (PDB 6W4S). Cette comparaison permet de mettre en évidence que les structures
semblent bien superposées (Figure 25). Lalgorithme AlphaFold2 prédit également les grandes
boucles extra et intracellulaires. En revanche, si on se focalise sur certains éléments de structure, on
peut noter quelques différences. Par exemple, nous avons vu que, sur la structure expérimentale, il
existe une liaison hydrogene faible entre les résidus Asn144 et Tyr501, pouvant en partie expliquer
leffet gain de fonction des variations touchant la position 144, la position 501 étant connue pour
interagir directement avec I’hepcidine. La structure proposée par AlphaFold2 ne retrouve pas cette
liaison hydrogéne, probablement parce que la distance entre les atomes d’oxygéne des chaines
latérales est plus importante (4.35 A contre 3.46 A pour la structure expériementale). De méme, il a
été décrit par notre équipe que ’hélice TM7 a, par sa structure discontinue, un réle important dans
la stabilité de la protéine et sa fonction d’export du fer. AlphaFold2 prédit cette discontinuité au
sein de I’hélice, mais ne retrouve pas la liaison hydrogene entre les résidus Asp325 et Cys326 qui
est retrouvée dans la structure expérimentale, et qui pourrait jouer un réle dans la stabilité de cette
région déroulée entre les hélices TM7a et TM7b (Le Tertre et al., 2021a) (Figure 26).
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Figure 25: Superposition des structures expérimentale et prédite de FPN1. En orange, la
structure proposée par Billesbglle et al., en 'labsence de métal et d’hepcidine (pdb 6W4S). En bleu, la
structure prédite par AlphaFold2 (AF-QONP59-F1).
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Figure 26: Focus sur la structure 3D prédite par AlphaFold2. En vert, la structure déroulée
séparant ’hélice TM7 et TM7a et TM7b. Les résidus Y64, N144, C326 et Y201 correspondent a la
discussion des résultats exposés dans l’article 1. Le résidu D325, avec son voisin C326, est représenté

en comparaison avec les résultats publiés par notre équipe (Le Tertre et al. 2021). On note la plus
grande distance entre les résidus N144 et Y501, empéchant [’établissement d’une liaison hydrogéne,
ainsi que l'absence de liaison hydrogene entre les résidus D325 et C326, pourtant importante pour la
stabilité de la protéine en I'absence de métal.

Ici on devine tout de méme un gain par rapport aux outils de prédiction plus habituels, qui n’exploitent
pas ou trés peu les données de structure. Le niveau de prédiction reste toutefois insuffisant pour une
utilisation en clinique, a 'image des exemples choisis.

Un autre point important dans la prédiction de l'effet d’'une variation sur la structure d’une protéine
est la prise en compte du repliement de celle-ci. Certains outils comme I-mutant (Capriotti et al.,
2005), DynaMut (Rodrigues et al., 2018), FoldX (Schymkowitz et al., 2005), MAESTRO (Laimer et al.,
2015) ou encore DeepDDG (Cao et al., 2019) utilisent le principe du changement d’énergie libre.
L’hypothése de I’entonnoir de repliement suppose que l’état natif d’une protéine correspond a
son minimum d’énergie libre dans les conditions de solution habituellement rencontrées dans les
cellules (Onuchic and Wolynes, 2004) (Figure 27). Lénergie libre de Gibbs (AG) correspond a la
balance énergétique entre l’état natif de la protéine et son état dénaturé. Une balance négative est
en faveur de l’état natif de la protéine. Le remplacement d’un acide aminé au sein de la protéine
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peut potentiellement faire varier cette balance énergétique (Gromiha et al., 1999). Le score AAG
correspond des lors a la différence de balance énergétique entre la protéine sauvage et la protéine
mutée. Un score négatif signifie que la mutation déstabilise la protéine, alors qu’un score positif

favorise I’état natif de la protéine.

Entropie Entropie

Protéine dénaturée WT Protéine dénaturée mutée

Etats de L Etats de
kw.‘ globule | PR globule |
' fondu I‘ fondu J,f\_,,

WT Mutant
D DG b\ f'\/

repliement repliement

DDGY tecccccccccaaa. Etats
intermédiaires

Protéine
native

Figure 27: Représentation de ’entonnoir de repliement des protéines. Adapté de
https://support.cyrusbio.com/tools/ddg/. En haut, la protéine est dénaturée, et représente [’état ou
le désordre (= entropie) est le plus important. En bas est représenté I’état de la protéine native, en
passant par des états intermédiaires (globules fondus). La différence d’énergie entre les deux états
est représenté par les fleches verticales au centre. Cette différence d’énergie peut étre plus forte en
cas de mutation (a droite) que pour la protéine sauvage (a gauche), indiquant que la mutation est

susceptible d’altérer le repliement tridimensionnel de la protéine.

Pour tenter de rendre compte de l'intérét de cette mesure pour la prédiction de la conséquence des
mutations, nous pouvons prendre I'exemple de deux variations faux-sens du géne SLC40A1. On choisit
par exemple p.Ala77Asp, une variation connue pour déstabiliser la présence de la protéine en mem-
brane et étre perte de fonction, et p.Ser47Phe que nous avons étudiée plus haut, avec des effets plus
subtils sur 'export du fer et la sensibilité a ’hepcidine. Les données de AAG, prédites par différents
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algorithmes (Pires et al., 2014a, 2014b; Pandurangan et al., 2017) a travers 'outil DynaMut, nous mon-
trent que la variation p.Ala77Asp entraine une déstabilisation de la protéine, devant conduire a une
perte de fonction, alors que pour la variation p.Ser47Phe les résultats sont discordants entre les algo-
rithmes, avec pour certains un AAG positif et d’autres négatif (Tableau 3). Nous voyons ici les limites
de cette approche, ou des variations, comme p.Ser47Phe, peuvent étre perte de fonction sans pour
autant déstabiliser la protéine.

Algorithme p.Ala77Asp p.Ser47Phe

DynaMut -0.888 0.565
mSCM -2.355 -0.756
SDM -3.150 0.800
DUET -2.703 -0.392

Tableau 3. Valeurs de AAG de différents algorithmes pour les variations p.Ala77Asp et p.Ser47Phe.
Toutes les valeurs sont données en kcal/mol. Un score positif correspond a une stabilisation de la
protéine, un score négatif a une déstabilisation.

Enfin, le cas de la ferroportine met en jeu un autre parameétre, qui est ’environnement lipidique dans
lequel la protéine évolue a la membrane plasmique, indispensable a la stabilité et la fonction des
protéines membranaires (Laganowsky et al., 2014; Sanders et al., 2018), et plus particulierement des
transporteurs secondaires (Martens et al., 2018). Une équipe a par ailleurs récemment mis en place un
algorithme permettant d’identifier les résidus probablement en contact avec la bicouche lipidique, et
donc potentiellement critiques pour la stabilisation de la protéine a lamembrane et sa fonction (Wang
etal., 2022).

Pour ce qui est de FPN1, 'importance de la bicouche lipidique dans la stabilité et la fonction du trans-
porteur a déja été soulevée. En 2010, les travaux de Auriac et al. permettaient de révéler la locali-
sation préférentielle de FPN1 au niveau de radeaux lipidiques de macrophages, des structures mem-
branairesriches en cholestérol et sphingolipides (Auriac etal., 2010). Cette localisation particuliére au-
rait des conséquences sur le degré de sensibilité a ’hepcidine. Elle pourrait dépendre de la présence
dans la séquence primaire de FPN1 de motifs de fixation au cholestérol CRAC (“Cholesterol Recogni-
tion Amino acid Consensus sequence”) et son opposé CARC. La dépendance de FPN1 au cholestérol
est en cours d’investigation dans notre équipe. C’est le travail d’'une autre étudiante en thése, Rim
Debbiche, qui utilise différentes approches, dont :

« un criblage mutationnel ciblant les sites potentiels de liaison au cholestérol (dont CRAC et
CARC),
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« des expériences de déplétion/réplétion pour étudier I'impact d’'une modulation des quantités
de cholestérol a la membrane plasmique sur la fonction d’export du fer,
« lutilisation de molécules amphiphiles pouvant moduler la rigidité de microdomaines de

la membrane plasmique et/ou linteraction de protéines membranaires avec le cholestérol
(Girault et al., 2011).
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CHAPITRE 2 : Etude de la régulation a distance du géne SLC40A1

Nous avons vu jusqu’ici que I’étude du gene SLC40A1 fait partie de l'arbre diagnostique face a une
surcharge en fer, qu’il y ait ou non une augmentation du coefficient de saturation de la transferrine.
Cet arbre diagnostique ne permet néanmoins pas de rendre compte de la totalité des situations de
surcharge en fer. Ces situations, que l'on qualifiera dans la suite du propos d’hyperferritinémies inex-
pliquées, peuvent résulter :

« d’une mauvaise appréciation des facteurs secondaires d’hyperferritinémie

« d’une cause génétique non encore connue, dans des genes non décrits en pathologie

« d’une anomalie dans un géne déja décrit en pathologie, mais dont le mécanisme phys-
iopathologique n’est pas recherché ou pas connu.

La question posée ici est celle des mécanismes de régulation a distance du géne SLC40A1. Nous avons
soulevé ’hypothése que la maladie de la ferroportine peut étre qualifiée de “cis-ruption disorder”,
autrement appelée “enhanceropathie”. Ces termes de description récente regroupent des patholo-
gies dont la base moléculaire est la perturbation d’un élément de régulation a distance d’un gene, a
lorigine d’une modification de la transcription de ce dernier (Kleinjan and Coutinho, 2009) (voir para-
graphe 1.2.2).

1. La régulation a distance des génes

1.1 Structure tridimensionnelle du génome

Chez ’humain, chaque noyau contient six milliards de paires de bases (pb), qu’il faut faire tenir dans
un noyau de quelques micrometres de diamétre, obligeant ’ADN a se condenser. Peu de temps apres
la découverte des acides nucléiques par F. Miescher en 1871 (Miescher, 1871), mais bien avant la de-
scription de la double hélice d’ADN par Watson et Crick en 1953 (Watson and Crick, 1953), Walther
Flemming décrivait en 1882, durant ses travaux sur la division cellulaire, une structure nucléaire qu’il
nomme chromatine (Flemming, 1882). En 1911, Kossel décrit pour la premiére fois les protéines com-
posant la fibre de la chromatine, les histones (Kossel, 1911). Les principes de la condensation de
’ADN au sein de la chromatine sont aujourd’hui mieux connus, et cette condensation a un rdle a la
fois structural et fonctionnel (Bonev and Cavalli, 2016).

1.1.1 Le role structurel de la condensation de UADN : les nucléosomes

Le premier état de condensation de 'ADN correspond a l’enroulement régulier de ’ADN autour de
petites protéines basiques organisées en octameres, les histones. Il en existe cinq classes : quatre his-
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tones de coeur (H2A, H2B, H3, H4) et une histone de liaison (H1). Une boucle d’ADN de 147 nucléotides
s’enroule autour d’un octamere contenant deux dimeres H2A-H2B et deux dimeres H3-H4 (Luger et al.,
1997), et ces boucles se répétent tous les 200 nucléotides environ. Lhistone H1 ne fait pas partie de cet
octamere mais a un réle de stabilisation de I’enroulement d’ADN en se liant aux points d’entrée et de
sortie de ’ADN (Allan et al., 1980). La structure formée par ’enroulement de ’ADN autour des histones,
appelée nucléosome, a un réle important dans l'accessibilité de ’ADN a la machinerie transcription-
nelle, et donc dans l’expression des génes. Les modifications des histones (acétylation, méthylation)
font partie des modifications épigénétiques a l'origine de la régulation de la transcription.

L'organisation des nucléosomes au sein du noyau reste débattue aujourd’hui. Plusieurs théories coex-
istent, les plus plausibles étant un repliement en solénoide de 33nm (Robinson et al., 2006) ou en zig-
zag (Schalch et al., 2005), qui s’assemblerait ensuite en chromonéma de 120nm, puis en chromatide
de 300 a 700nm avant de former le chromosome (Figure 28). Une technique récente, la ChromEMT
(“Chromatin Electron Microscopy Tomography”), permettant de visualiser la chromatine in situ au
sein du noyau, remet en cause ce modeéle, montrant un repliement désordonné en chaines de 5 a
24nm de diamétre, elles-méme repliées ensemble selon des concentrations différentes (Ou et al.,
2017) (Figure 29).
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Figure 28: Organisation structurale de ’ADN et des histones au sein du chromosome. D’aprées
Ou et al. 2014. LADN s’enroule autour des histones, formant les nucléosomes, qui s’assemblent en
fibres de 30 nm, puis en chromonéma de 120 nm et en chromatide de 300 a 700 nm.
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Figure 29: Modéle d’organisation de la chromatine d’aprés les données de ChromEMT. D’aprés

Ou et al. 2014. L'organisation de la chromatine serait plus désordonnée, et différente entre
Uinterphase et la mitose.
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L'organisation de la chromatine n’est pas seulement structurelle, elle est aussi fonctionnelle. Les états
de condensation de la chromatine sont variables, et témoignent d’une activité transcriptionnelle plus
ou moins intense.

1.1.2 La condensation de la chromatine

La condensation de la chromatine n’est pas fixe dans le temps ni homogéne au sein du noyau. Tem-
porellement, les états de condensation sont différents en fonction du cycle cellulaire, la condensation
étant la plus élevée lors de la mitose, plus précisément durant la métaphase.

On distingue classiquement deux états de condensation de la chromatine : l'euchromatine et
’hétérochromatine. Les différences de condensation sont permises grace a des modifications
épigénétiques des histones et de ’ADN. Les histones sont riches en lysines et arginines, qui sont le
siege de modifications post traductionnelles, principalement l'acétylation et la méthylation. Ces
modifications, qui font partie du “code des histones”, sont reconnues par des protéines régulatrices
dont le réle est de modifier l'état de condensation de la chromatine (Turner, 2002). En fonction du
type de modification (acétylation ou méthylation), de 'acide aminé ou intervient cette modification,
et du nombre de groupements méthyl ajoutés, la chromatine est tantét décondensée et donc
accessible a la transcription, tant6t condensée et transcriptionnellement réprimée.

a. Leuchromatine

Leuchromatine représente les régions d’ADN a I’état décondensé, en général riches en génes et plus
actives transcriptionnellement. On les trouve de préférence au centre du noyau (Chen et al., 2018).
Du point de vue épigénétique, les histones y sont majoritairement hyper-acétylés et hypo-méthylés,
ce qui permet la décondensation de la chromatine.

b. Uhétérochromatine

A linverse, ’hétérochromatine est généralement pauvre en genes, inactive transcriptionnellement,
ou les nucléosomes sont dans un état condensé, et ou les histones sont préférentiellement méthylées,
signe d’une moins bonne accessibilité pour la transcription. On les trouve en général en périphérie
du noyau, notamment dans les domaines associés a la lamine ainsi qu’autour du nucléole (Guelen et
al., 2008).

On distingue deux types d’hétérochromatine : [I’hétérochromatine constitutive et facultative.
L’hétérochromatine constitutive est stable durant le cycle cellulaire, et retrouvée au niveau de
régions répétées, comme le centromeére ou le télomere. A Uinverse, certaines régions génomiques
sont décrites comme étant de I’hétérochromatine facultative, ou I'état de condensation peut varier
en fonction de signaux cellulaires (Grewal and Jia, 2007).
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L'organisation fonctionnelle de la chromatine au sein du noyau a été sujet a de nombreuses études
et ne peut se réduire a la description de 'euchromatine et ’hétérochromatine. Cette organisation va
étre décrite dans la suite de cette introduction, en allant de la vision la plus large vers la plus fine, avec
successivement :

« la structure des territoires chromosomiques
« les compartiments épigénomiques
« les domaines topologiquement associés

1.1.3 Les territoires chromosomiques

Les premiers éléments d’organisation de ’ADN au sein du noyau ont été décryptés tout d’abord grace
aux techniques de FISH (“Fluorescence In Situ Hybridization”) puis de capture de la chromatine. Du
pointde vue le plus macroscopique, il a été décrit, grace notamment aux travaux de Zorn et al. (Zorn et
al., 1979), que la répartition des différents chromosomes au sein du noyau durant l'interphase n’était
pas aléatoire, théorie confirmée par des études de FISH 3D sur des fibroblastes humains en phase GO
du cycle cellulaire (Bolzer et al., 2005). C’est ainsi que nait la notion de territoires chromosomiques,
décrivant la place de chaque chromosome au sein du noyau et son rapport avec les autres chromo-
somes (Figure 30). A noter que cette répartition est spécifique d’un type cellulaire a 'autre et influe
sur l'expression génique.

Figure 30: Organisation de la chromatine en territoires chromosomiques visualisée grice a la
technique FISH-3D. D’aprés Bolzer et al.
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1.1.4 Les compartiments épigénomiques

Le développement des techniques de capture de la chromatine et notamment de la technique Hi-
C (“High throughput 3C”, terme explicité plus loin), qui permet d’étudier ’'ensemble des interactions
physiques de ’ADN intra et interchromosomiques a une échelle pouvant aller jusqu’au kilobase, a per-
mis d’aller plus loin dans I'étude de 'organisation chromatinienne. Ainsi, Lieberman-Aiden et al. vont
classer les régions chromosomiques selon 'appartenance a deux compartiments, dénommés com-
partiments A ou B, au sein desquels les interactions intra et interchromosomiques seront préféren-
tielles (Lieberman-Aiden et al., 2009a). Cette distinction A et B prend également naissance dans des
différences épigénétiques au sein de ces compartiments, le compartiment A étant associé a un état
accessible de la chromatine et une forte expression génique (actif), alors que le compartiment B est
associé a ’lhétérochromatine (inactif).

1.1.5 Les domaines topologiquement associés (ou TAD, “Topologically Associated Domains”)

Au sein de ces compartiments épigénomiques, on découvre grace aux données de Hi-C ’existence de
contacts chromatiniens organisés en domaines, appelés domaines topologiquement associés ou TAD
(“Topologically Associated Domains”) (Dixon et al., 2012a) (Figure 31-B). Ces régions, de plusieurs cen-
taines de kilobases a quelques mégabases (Rao et al., 2014), sont le siége de fréquentes interactions
physiques de ’ADN, alors que ces interactions sont rares entre les TADs. Cette organisation est con-
nue pour étre stable lors des divisions cellulaires, conservée entre les types cellulaires ainsi qu’entre
les especes au sein de l’évolution (Vietri Rudan et al., 2015). Fonctionnellement, les TADs sont des
domaines de régulation, limitant les interactions entre des éléments régulateurs et les promoteurs
des génes cibles au sein du TAD.

Des études plus fines ont montré au sein des TADs des signaux se démarquant du bruit de fond en Hi-
C, correspondant a des boucles d’ADN, permettant le rapprochement du promoteur avec un élément
de régulation (Rao et al., 2014) (Figure 31-A). Les TADs peuvent ainsi étre subdivisés en plusieurs sous-
unités, les sous-TADs, eux-mémes divisés en boucles d’ADN. Alors que les TADs sont décrits comme
conservés, il apparait que les sous-TADs et les boucles d’ADN le sont moins et peuvent étre spécifiques
d’un type cellulaire (Bonev and Cavalli, 2016).
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Figure 31: L’organisation de la chromatine en TADs D’apres Bonev et Cavalli. 2016. A.
Représentation d’une boucle d’ADN locale au sein d’un TAD. A gauche, les données de Hi-C montrent
le signal correspondant a une interaction entre deux régions séparées de quelques centaines de
kilobases, dans un TAD plus large. Cette boucle est fermée par deux motifs CTCF d’orientation
opposée, visible par les pics CTCF a chaque extrémité de 'interaction. B. Organisation des TADs et
des compartiments épigénomiques. En haut, la répartition de différents TADs sur 8 mégabases du
chromosome 2 (gauche) et représentation de trois TADs (a droite) fermés par des boucles grace a la
fixation de cohésine et de protéines CTCF. En bas, organisation des TADs au sein des différents

compartiments épigénomiques.

L’étude des frontieres délimitant les TADs est un élément important permettant notamment la
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compréhension des mécanismes de formation de ces derniers. Grace a des études d’immuno-
précipitation de la chromatine, il a été mis en évidence I'importance de la fixation de la protéine CTCF
(CCCTC-binding factor) ainsi que des sous-unités de la cohésine RAD21 (“RAD21 Cohesin Complex
Component”) et SMC3 (“Structural Maintenance of Chromosome 3” ) aux frontiéres des TADs mais
également des boucles locales d’ADN (Rao et al., 2014).

La protéine CTCF a initialement été considérée comme un facteur de transcription (Lobanenkov et
al., 1990) avant d’étre décrite comme une protéine insulatrice, empéchant l'action d’éléments de
régulation a distance d’un gene (Bell and Felsenfeld, 2000; Kurukuti et al., 2006), et d’étre impliquée
dans la formation de boucles d’ADN (Splinter et al., 2006; Ong and Corces, 2014). Elle se fixe sur
des motifs spécifiques de ’ADN, qui sont au nombre de 60000 environ le long du génome (Chen
et al., 2012). Une séquence consensus de ce motif de fixation était initialement proposée, a savoir
5’-CCGCGNGGNGGCAG-3’, mais des études plus récentes ont montré que cette séquence est plus
variable (Kim et al., 2007; Chen et al., 2012). Elle peut étre orientée en sens ou en anti-sens. Un TAD
est délimité par une paire de motifs CTCF, selon quatre configurations possibles : les deux motifs en
sens (->->), les deux motifs en anti-sens (<- <-), en configuration divergente (<- —>) ou convergente
(-> <-). Lorientation convergente est retrouvée, a quelques exceptions pres, dans la totalité des
TADs (Rao et al., 2014).

En plus des protéines CTCF, les TADs sont délimités par des cohésines. La cohésine est un complexe
annulaire formé de sous-unités de SMC1, SMC3, RAD21 et STAG2 (“Stromal Antigen 2”), conservées
jusqu’a la levure (Michaelis et al., 1997). Par des études d’immunoprécipitation de la chromatine, il a
été montré que ce complexe co-localise avec la protéine CTCF dans le génome humain et jouait un réle
dansson activitéinsulatrice (Wendt et al., 2008). Plus précisément, les protéines SMC1 et SMC3 se lient
par leur extrémité N-terminale, dite “charniere”, a ’ADN, tandis que les tétes C-terminales possedent
une activité ATPase et se lient a RAD21 a STAG2 pour former 'anneau de cohésine (Remeseiro and
Losada, 2013). C’est par son extrémité C-terminale que le facteur CTCF interagit avec STAG2, fixation
indispensable pour 'activité insulatrice de CTCF (Xiao et al.,2011) (Figure 32). Un modele de formation
des boucles d’ADN a partir des complexes de cohésine et des facteurs CTCF a été proposé : I'extrusion
en boucle (Sanborn et al., 2015; Fudenberg et al., 2016; Dolgin, 2017). Brievement, ’ADN passe dans
’anneau de cohésine jusqu’a la rencontre de facteurs CTCF dans une orientation convergente (Figure
33).
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Charniére
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Figure 32: Formation de ’anneau de cohésine et liaison a la protéine CTCF D’aprés Xiao et

al. 2011. Uextrémité N-terminale des protéines SMC3 et SMC1 forment la charniére,tandis que
extrémité C-terminale se lie a RAD21 qui lui-méme lie STAG2, ce dernier interagissant a l'extrémité
C-terminale de CTCF.
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Packaged

Une ou deux boucles de
DNA cohésines sont requises
pour 'extrusion

Cohesin
complex

Une boucle d'ADN passe
par le complexe de
cohésines, maintenant des
régions chromosomiques
proches les unes des
autres

Une protéine CTCF arréte
I'extrusion de 'ADN d'un
cdté, uniguement son
orientation est correcte

La boucle finale
possede deux
protéines CTCF
orientées de fagon
convergente et un
anneau de cohésine
a sa base

Figure 33: Modéle d’extrusion en boucle. D’aprés Dolgin. 2017. UADN passe dans un anneau (ou
deux) de cohésine, puis glisse jusqu’a trouver une protéine CTCF orientée dans le bon sens. Une fois
les deux extrémités arrétées par les protéines CTCF, la boucle d’ADN est formée.

Nous allons voir plus loin que les TADs ont une fonction de régulation de la transcription des génes tres
importante, pouvant favoriser ou bloquer des interactions entre un gene et un élément régulateur, et
que leur perturbation peut étre a l'origine de maladies.

1.1.6 Méthodes d’étude des TADs : capture de la chromatine

Depuis les années 2000, plusieurs méthodes d’étude de la chromatine ont été développées afin de
mieux comprendre les interactions entre différents éléments du génome. Une description breve de
ces différentes techniques sera faite, en commengant par la premiére technique développée : la 3C
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(“Chromosome Conformation Capture”).

a. Technique 3C

Décrite pour la premiére fois en 2002 par Dekker et al. (Dekker et al., 2002) chez la levure, la technique
3C permet de détecter des fréquences d’interaction entre deux régions génomiques, comme par ex-
emple les interactions entre un promoteur et un élément de régulation a distance. Cette technique
se décompose en plusieurs étapes (Figure 34) :

« une fixation (“cross-linking”) des interactions protéines/ADN et protéines/protéines dans les
cellules par le formaldéhyde.

« une digestion de ’ADN par des enzymes de restriction, choisies en fonction du locus a étudier.

« une ligation de la chromatine, pour lier les fragments d’ADN digérés.

« un ” reverse cross-linking” pour libérer PADN des protéines.

« une amplification par PCR permet la détection des fragments ciblés. Une quantification est

également possible par PCR quantitative (Hagege et al., 2007).

Figure 34: Schéma général de la technique 3C. Adapté de Stadhouders et al. 2013. 1. Fixation et
lyse des cellules. 2. Digestion enzymatique. 3. Ligation des extrémités. 4. “Reverse cross-linking”. 5.

Amplification par PCR des fragments ligués.
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La PCR nécessitant une amorce de part et d’autre du fragment ligué, cette technique permet
Uinterrogation d’une interaction entre deux régions génomiques connues. Elle ne permet pas
d’analyser a grande échelle plusieurs régions génomiques. D’autres techniques, dérivées de la 3C,
ont ensuite été proposées (Figure 35).

b. Technique 4C (“Circular Chromosome Conformation Capture”) et 5C (Chromosome Confor-
mation Capture Carbon Copy”)

Ces deux techniques sont des dérivées de la 3C permettant une analyse plus haut débit.

Pour ce qui est de la 4C, le but est de rechercher les interactions entre un locus (“bait” ou “viewpoint”)
et ’ensemble du génome (Zhao et al., 2006). Le début de 'analyse est similaire a la technique 3C, a
la différence qu’apres l’étape de “reverse cross-linking”, une seconde digestion intervient, puis une
circularisation par une seconde ligation. Une PCR inverse est réalisée a 'aide d’amorces positionnées
en orientation inversée spécifique de la région cible “bait”, permettant d’amplifier les régions qui se
sont retrouvées liées a la cible lors de la fixation. Ensuite, la librairie 4C peut étre analysée, initiale-
ment par micropuce (“microarray”) ou plus récemment par séquencage haut débit (Stadhouders et
al., 2013).

La technique 5C permet quant a elle d’analyser toutes les interactions d’une région chromosomique
d’intérét, jusqu’a plusieurs Mb (Dostie et al., 2006), en prenant plusieurs “viewpoints” tout au long de
la région, et en utilisant des oligonucléotides spécifiques d’une extrémité d’un site de restriction. Ils
s’hybrident face a face de part et d’autre d’un site de restriction grace a une amplification médiée par
ligation, ou “Ligation Mediated-Amplification” (LMA). Cette librairie obtenue est ensuite séquencée
par séquencage haut débit.
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Figure 35: Résumé des différentes techniques de 3C et dérivées. Adapté de Li et al. 2014.

c. Les techniques pangénomiques : Hi-C et ChlA-PET

La technique de Hi-C (“High throughput 3C”) est décrite en 2009 par Dekker et al. et permet de dé-
tecter toutes les interactions du génome (Lieberman-Aiden et al., 2009b). Apreés la premiére digestion
enzymatique, les extrémités des fragments sont comblées par des résidus biotinylés avant ligation. La
librairie est ensuite fragmentée et les fragments contenant la biotine sont capturés par des billes de
streptavidine. Des adaptateurs sont ajoutés pour permettre une analyse par séquengage haut débit.
Par son caractére pangénomique, elle est la technique de référence pour ’étude de 'organisation spa-
tiale du génome et notamment la définition des TADs.

Une autre technique pangénomique est la technique ChIA-PET (“Chromatin Interaction Analysis by
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Paired-End Tag Sequencing”), qui permet d’analyser les interactions chromatiniennes médiées par
la présence d’un facteur de transcription (Fullwood et al., 2009). Apres fixation de la chromatine,
’ADN est fragmenté par sonication. Une immunoprécipitation de la chromatine permet d’enrichir
’échantillon en complexes d’interactions liés au facteur de transcription d’intérét et des adaptateurs
sont ajoutés aux extrémités avant ligation. Apres un “reverse cross-linking”, une digestion est réalisée
puis des adaptateurs sont ajoutés avant séquencage haut débit.

Ces techniques permettent de mieux comprendre la conformation de la chromatine, et notamment la
constitution des TADs, mais permettent également la mise en évidence d’interactions physiques entre
un promoteur et une région génomique a distance. Cette interaction physique est un des éléments qui
permet d’identifier des régions dites régulatrices, qui ont un effet positif ou négatif sur la transcription
d’un géne, et c’est ce qui sera maintenant développé.

1.2. Régulation de la transcription des génes

Cette partie abordera de fagon binaire la régulation d’un gene qui est médiée par la région promotrice,
en différenciant, d’une part, la régulation dite proximale et, d’autre part, la régulation dite a distance.
Dans les deux cas, il convient de définir deux termes qui seront utilisés par la suite :

« le terme d’élément en cis, qui correspond a un élément présent sur le méme brin d’ADN. Ce
terme qualifie la région promotrice mais également les éléments de régulation a distance.

« letermed’élément en trans, regroupant les facteurs de transcription (FTs) qui viennent se fixer a
’ADN. On distingue les facteurs de transcription généraux, qui sontimpliqués dans la régulation
proximale, et les FTs et cofacteurs spécifiques des éléments de régulation a distance.

1.2.1. Larégulation proximale : le promoteur

Dans le cadre des genes codant des protéines, la transcription est un processus qui met en jeu d’un
coté le site d’initiation de la transcription du gene, et de l'autre l'action de ’ARN polymérase Il, aidée
par des facteurs de transcription.

Le promoteur est le site d’assemblage de la machinerie transcriptionnelle. Il contient notamment
le site d’initiation de la transcription (TSS, “Transcription Start Site”), qui est le point de départ. Le
promoteur possede les principaux éléments du coeur du promoteur (“Core Promoter Elements”), qui
permettent la fixation des éléments du complexe d’initiation de la transcription (PIC, “Prelnitiation
Complex”, décrit dans le paragraphe suivant). Le principal élément est la boite TATA (“TATA-box”)
qui permet la fixation du facteur TFIID. D’autres éléments existent autour du TSS, a savoir I'élément
initiateur Inr (Corden et al., 1980), la séquence DPE (“Downstream Promoter Element”) (Burke and
Kadonaga, 1997), les motifs BRE (“TFIIB Recognition Element”) (Deng and Roberts, 2005), I’élément
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MTE (“Motif Ten Element”) fixant les sous-unités TAF6 et TAF9 de TFIID, et les séquences DCE (“Down-
stream Core Element”) (Lewis et al., 2000), fixant également TFIID.

On distingue classiquement deux types de promoteurs : les promoteurs concentrés et dispersés.

« Les promoteurs concentrés contiennent un seul TSS bien déterminé. On retrouve ce type de
promoteur dans des génes a expression tissu-spécifique ou hautement régulés (Schug et al,,
2005).

« Les promoteurs dispersés, quant a eux, ne possédent pas de boite TATA ni de séquence Inr.
Ils sont en général riches en ilots CpG (succession de dinucléotides CG), et peuvent contenir
plusieurs TSS répartis sur des séquences de 50 a 100 pb. Ces promoteurs seraient les plus
fréquents, et retrouvés dans des genes a expression ubiquitaire, ou genes de “ménage” (Smale
and Kadonaga, 2003; Carninci et al., 2006).

Le PIC est formé de ’ARN polymérase Il et de facteurs généraux de transcription (tel que TFIIA, TFIIB,
TFIID, TFIIE, TFIF, TFIIH). Il vient se fixer sur la région promotrice du géne (Thomas and Chiang, 2006).
Plus précisément, le complexe TFIID se fixe sur un élément particulier du promoteur, la boite TATA
(pour les promoteurs qui en possédent une) via la sous-unité TBP (“TATA-box Binding Protein”), aidé
par ses autres sous-unités TAFs (“TBP Associated Factors”). Cette fixation est stabilisée par l'ajout de
TFIIA. De méme, la fixation de TFIIB au niveau du site BRE favorise 'incorporation de ’ARN polymérase
IIl. TFIIE et TFIIH permettent 'ouverture de ’ADN pour la fixation de '’ARN polymérase Il (Thomas
and Chiang, 2006) (Figure 36). A ce PIC s’ajoute un complexe, le complexe médiateur, composé de
plusieurs protéines, qui joue un role important dans I'assemblage du PIC (Malik and Roeder, 2010)
ainsi que dans la régulation a distance.

TFID  TFIA  TFIB pol I/TFIIF TFIE  TFIH
Core Promoter el el sl sl ——l- — —

Figure 36: Mise en place du complexe d’initiation de la transcription sur un promoteur de type
concentré. D’aprés Thomas et al. 2006. La sous-unité TBP du complexe TFIID se fixe a la boite TATA.
Les facteurs TFIIA et TFIIB permettent la stabilisation de cette interaction, et '’ARN polymérase Il,
amenée par TFIIF, est incorporée grace a l'ouverture de ’ADN par TFIIE et TFIIF.

La mise en place de la machinerie transcriptionnelle a un role primordial dans Uinitiation de la tran-
scription, mais ces FTs ne sont pas suffisants pour moduler I'expression d’un géne. Nous allons main-
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tenant voir comment des régions situées a distance du promoteur peuvent avoir un effet sur la tran-
scription d’un gene.

1.2.2. Larégulation a distance : les enhancers et silencers

En 2004, un projet voit le jour, réunissant 32 laboratoires a travers le monde, dont I'un des objectifs est
de décrypter le role des régions non codantes de ’ADN (ENCODE Project Consortium, 2004), qui cor-
respondent a 98% de notre génome (Hegde and Crowley, 2019). A partir de données expérimentales,
le but est d’identifier des éléments de régulation en cis, dits “candidates Cis-Regulatory Elements”
cCREs. A ce jour 926,535 cCRE humains sont recensés. Ces éléments sont potentiellement impor-
tants pour la régulation de l'expression d’un géne, et contiennent des motifs spécifiques de fixation
de FTs. On peut diviser les CREs en :

« promoteurs, discutés plus haut

« enhancers (ou amplificateurs) qui augmentent la transcription d’un gene tout en étant a dis-
tance de celui-ci, en général a plusieurs kilobases.

« silencers, (ou répresseurs) qui diminuent 'expression du gene a distance

« insulateurs, ou se fixe la protéine CTCF discutée plus haut.

Tous ces éléments ont la particularité de porter les marques épigénétiques discutées plus haut, a
savoir notamment l’'acétylation et la méthylation des histones.

a. Les enhancers

Les enhancers sont décrits depuis les années 1980 et la découverte de ’enhancer SV40 issu de ’ADN
viral (Benoist and Chambon, 1981). Ce sont de courtes séquences d’ADN non codantes, de quelques
centaines de kilobases, liant des facteurs dont le but est d’augmenter la transcription d’un gene. Ils
sont localisés a distance du promoteur du géne qu’elles régulent, en amont ou en aval de celui-ci et
ont pour particularités :

« d’étre localisés dans des régions décondensées de la chromatine, et donc sensibles a la DNase
| (Gross and Garrard, 1988)

« de porter des modification des histones, notamment 'acétylation de la lysine 27 de I’histone H3
(H3K27Ac) ou la monométhylation de la lysine 4 de ’histone H3 (H3K4Mel) (Heintzman et al.,
2007, 2009).

Ces enhancers fixent des facteurs de transcription qui, avec I'action de cofacteurs, vont aider au re-
crutement de ’ARN polymérase Il au niveau du promoteur du géne cible (Heintzman et al., 2007; Visel
et al., 2009; Haberle and Stark, 2018). Plusieurs modeéles sont décrits pour tenter d’expliquer les mé-
canismes de fixation des différents facteurs de transcription au niveau d’une séquence enhancer et
leur coopération (Long et al., 2016) au sein d’'un méme TAD.
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Les enhancers peuvent agir seuls pour favoriser la transcription d’un géne, mais peuvent également
agir en coopération avec d’autres enhancers (Li et al., 2018b). Certains enhancers, appelés superen-
hancers et décrits en 2013 sur des cellules souches embryonnaires, ont la capacité de lier a eux seuls
des FTs essentiels (notamment Oct4, Sox2 et Nanog) (Whyte et al., 2013), et de co-réguler plusieurs
genes (Figure 37).

Territoires Compartiment Compartiment
chromosomiques
CTeF
Cohesin Complex

Super Enhancer

Cohesin Complex

Enhancer
classique

Figure 37: Principe d’interaction entre les enhancers et le promoteur D’apres Li et al. 2018. La
chromatine est donc organisée en territoires chromosomiques, lesquels sont compartimentés en
compartiment A (actif) et B (inactif). Au sein de ces compartiments, les boucles d’ADN formées par
l’action des protéines CTCF et des cohésines, permettent la mise en contact de régions de régulation,
les enhancers, avec la région promotrice, pas le biais de facteurs de transcription et de protéines
coactivatrices. En général, plusieurs enhancers coopérent pour agir sur un promoteur, mais un
modele de super enhancer a également été décrit.

b. Les silencers

Les silencers, a l'inverse des enhancers, sont des régions ayant la capacité d’inhiber la transcription
d’un géne a distance. Ils partagent en général la majorité des propriétés que l'on retrouve pour les
enhancers (Maston et al., 2006). Plusieurs mécanismes sont a l'origine de cette répression :

 bloquer la fixation de FTs par modification de la chromatine, la rendant inaccessible. C’est par
exemple le cas de protéines du complexe Polycomb, qui ont pour action la déacétylation et la
méthylation de [’histone H3 (Srinivasan and Atchison, 2004),

« bloquer la liaison d’un élément activateur proche (Harris et al., 2005),
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« empécher 'assemblage du complexe de préinitiation (PIC) (Chen and Widom, 2005).

c. Lesinsulateurs

Lesinsulateurs sont des régions de quelques centaines de paires de bases a quelques kilobases, ayant
pour role de restreindre l'action d’un enhancer ou un silencer a une partie du génome (Wallace and
Felsenfeld, 2007). On en distingue deux types, en fonction de leur mode d’action (Figure 38) :

« lesinsulateurs “enhancer-blocking” se trouvent en général entre un enhancer et un promoteur,
et ont donc la capacité d’empécher 'action de ’enhancer sur ce promoteur,

« lesinsulateurs barriere d’hétérochromatine, bloquant la propagation de ’hétérochromatine et
délimitant ainsi les domaines de chromatine active et inactive.

Comme discuté plus haut, la seule protéine insulatrice décrite chez ’lhomme est la protéine CTCF. En
étant impliquée dans la formation des TADs, en collaboration avec la cohésine, la protéine CTCF agit
comme barriere empéchant un enhancer situé dans un TAD d’agir sur un promoteur situé dans un TAD

voisin.
A Enhancer blocking B Barriere
d’hétérochromatine
TAD #1 TAD #2

TAD #1 TAD #2

Off-target Gene . Enhancer Target Gene m
CTCF Active Genes

Figure 38: Mode d’action de la protéine insulatrice CTCF Adapté de Dixon et al. 2016. A. La

fonction “enhancer blocking”. En délimitant les TADs, la protéine CTCF empéche l’action d’un
enhancer sur un promoteur situé dans le TAD voisin. B. La fonction barriere. La protéine CTCF
délimite deux TADs et empéche ainsi qu’un domaine chromatinien actif soit rendu inactif par

propagation de la répression de la chromatine du TAD voisin.

1.2.3. Importance de la régulation a distance en contexte pathologique : les enhancéropathies

Depuis plusieurs années le role des CREs en pathologie a fait 'objet de beaucoup de travaux, notam-
ment depuis le développement des technologies de séquencage haut débit. Le terme de “cis-ruption
disorders” ou d’enhancéropathies a été proposé pour catégoriser les pathologies dont la base molécu-
laire est altération d’un élément de régulation (Kleinjan and Coutinho, 2009). Plusieurs mécanismes
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sont décrits, principalement des variants structuraux, mais également des mutations ponctuelles.
Ces mécanismes peuvent étre classés en deux catégories : les variations touchant ’enhancer et les
variations touchant les TADs et 'organisation tridimensionnelle du génome.

a. Les variations touchant les enhancers
Ces variations vont étre a l'origine d’une modification de l'action d’un enhancer sur un promoteur.
Plusieurs types de variations peuvent étre retrouvées, dont voici quelques exemples :

+ Ladélétiond’un élémentde régulation,comme dans le cas de ladélétion d’un enhancer du géne
POU3F4 associée a une forme de surdité liée a I'’X (Kok et al., 1996) ou encore la délétion d’un
élément régulateur de SHOX dans le spectre de la dyschondrostéose de Léri-Weill (Sabherwal
etal., 2007).

+ Un variant ponctuel touchant un enhancer. Ces variants peuvent étre des variants rares ou
fréquents, et affecter la fonction d’un enhancer en modifiant le site de fixation d’un facteur de
transcription. C’est le cas pour le gene IRF6 et la fente labiale non syndromique (Rahimov et al.,
2008).

« Une variation de structure mettant a distance un enhancer et son promoteur. Une transloca-
tion réciproque, ou une inversion par exemple, peut éloigner de fagon significative un enhancer,
’empéchant d’agir sur le promoteur, comme il a été décrit pour l’aniridie et les translocations
touchant un élément de régulation du gene PAX6 (Fantes et al., 1995).

« La duplication d’un élément de régulation, comme pour le cas du géne BMP2 et la brachy-
dactylie de type A2 (Dathe et al., 2009).

b. Les variations touchant les frontiéres des TADs

En plus des variations touchant ’enhancer lui-méme, il est décrit depuis plusieurs années des cas de
pathologies dont 'anomalie génétique touche l'organisation tridimensionnelle du génome au locus
donné. On peut citer plusieurs mécanismes perturbant la formation d’un TAD, modifiant le réle d’un
enhancer et pouvant mener a la régulation aberrante d’un géne par un enhancer (Figure 39):

« Linactivation d’un TAD par un mécanisme épigénétique (hyperméthylation de la frontiére), que
[’on peut voir par exemple dans certains cancers (Flavahan et al., 2016),

« La perturbation de la frontiére par un variant nucléotidique (SNV, “Single Nucleotide Variant”)
touchant le site de fixation CTCF, une délétion ou une inversion touchant la frontiére du TAD,
comme il est possible de voir dans certains cancers colorectaux (Katainen et al., 2015), dans la
brachydactylie de type Al et le géne PAX3 (Lupiafiez et al., 2015), ou dans le cas de l'inversion
au locus WNTE6 et le F-syndrome (Lupiafiez et al., 2015).

« La formation d’un nouveau TAD par duplication. Un des exemples les plus connus est celui du
locus SOX9 et KCNJ2, ou la duplication de la région en amont de SOX9 et s’étendant jusqu’a
KCNJ2 entraine la formation d’un nouveau TAD, et ou la copie supplémentaire de KCNJ2 est
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sous le controle des éléments régulateurs de SOX9, eux-méme dupliqués. Ceci est responsable
du syndrome de Cooks regroupant des anomalies des doigts notamment (Franke et al., 2016).
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Figure 39: Différents mécanismes de perturbation d’un TAD Adapté de Krumm et Duan, 2019. A
Disposition normale avec trois TADs séparés par des frontieres CTCF-cohésine. Le gene 1 est sous le
contréle de ’enhancer (vert). B La présence d’une hyperméthylation du site CTCF engendre
'absence de formation de la frontiére et de la fusion des TADs 1 et 2, entrainant la régulation du géne
2 par ’enhancer du géne 1. Des conséquences similaires peuvent se voir en cas de mutation (SNV)
(€), délétion du site CTCF (D) ou encore l'inversion autour de cette frontiere (E). Enfin, une
duplication peut entrainer la création d’un nouveau TAD dans lequel la copie supplémentaire du
gene 2 se retrouverait sous le contrdle d’une copie supplémentaire de I'enhancer (F).
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1.2.3. Stratégies d’étude des régions de régulation a distance

Nous venons de voir qu’en dehors de l'aspect fondamental de la compréhension de la régulation a
distance, la recherche de régions de régulation peut avoir une importance en pathologies humaines.
Lidentification de telles régions et d’anomalies génétiques associées correspond d’ailleurs a des
travaux en cours au sein de 'unité Inserm U1078 Génétique, Génomique et Biotechnologies sur la mu-
coviscidose, la polykystose rénale autosomique dominante ou encore les surdités non syndromiques
(Moisan et al., 2016, 2018, 2019; Collobert et al., 2021).

Les stratégies d’interrogation et de caractérisation fonctionnelles d’éléments régulateurs sont multi-
ples, mais se basent toutes sur un faisceau d’arguments (Gasperini et al., 2020), pouvant comprendre

« Une annotation biochimique précise, comme l'acétylation des histones, ’hypersensibilité a la
DNase...

« La démonstration de Ueffet de I’enhancer par une technique de gene rapporteur, comme par
exemple le gene codant la luciférase

« La preuve d’un mécanisme d’action en cis, par des études de conformation de la chromatine
(3C, 4C et 5C, comme discuté plus haut)

« La preuve in vitro par la perturbation épigénétique ou génomique de ’enhancer et les modifica-
tions de ’expression génique.

Cestechniques sont complémentaires, et la véracité de 'action d’un enhancer sur le gene cible dépen-
dra du nombre d’arguments qui seront validés.

a. Outils d’analyse in silico et données expérimentales

La base de données du projet ENCODE regroupe les données de plusieurs types cellulaires issues
d’analyse de louverture de la chromatine a partir d’études de DNase-seq ou ATAC-seq (“Assay for
Transposase-Accessible Chromatin-seq”) (Buenrostro et al., 2015), de marques de modification des
histones et de fixation de facteurs de transcription par immuno précipitation de la chromatine (ChIP-
seq), d’expression génique, de méthylation de ’ADN, d’interactions chromatitiennes (ChIA-PET), des
TADs (Hi-C) (https://www.encodeproject.org/data/annotations/). Les régions sont annotées afin de
déterminer les régions candidates (cCREs), les états fonctionnels de la chromatine (ChromHMM)... Il
existe plusieurs fagons d’interroger ces données, citons par exemple le visualisateur UCSC (University
of California Santa Cruz, https://genome.ucsc.edu/) (Kent et al., 2002), ou l'outil SCREEN proposé par
ENCODE (Moore et al., 2020).

En plus de ces annotations basées sur des données expérimentales, nous pouvons ajouter [’étude
de la conservation de séquence pour évaluer 'importance de certaines régions du génome. Il a été
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montré que les éléments les plus actifs transcriptionnellement étaient plus conservés au sein des
espéces, et que la conservation était plus forte a proximité de la région promotrice (Berthelot et al.,
2018). A l'inverse une région a distance et pas forcément aussi bien conservée peut correspondre a
une régulation spécifique a une espece.

b. Exploration in vitro des éléments de régulation par technologie CRISPR/Cas9

La preuve de 'implication d’une région dans la régulation d’un gene passe par 'étude de cette région
de fagon endogene, c’est-a-dire dans I’environnement a minima de la cellule. Le développement de
la technologie d’édition génique CRISPR/Cas9 (“Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats”) (Barrangou et al., 2007) a permis son utilisation pour étudier la régulation a distance des
génes (Santiago-Algarra et al., 2017; Pickar-Oliver and Gersbach, 2019).

Brievement, le systeme CRISPR/Cas9 utilise, d’une part, une molécule d’ARN appelée ARN guide
(ARNg) complémentaire de la région cible et, d’autre part, la Cas9, une nucléase d’origine bactéri-
enne, permettant une cassure double brin de ’ADN. Cette cassure est ensuite réparée en utilisant
les mécanismes de réparation de 'ADN internes a la cellule, c’est-a-dire la jonction d’extrémités non
homologues (“Non Homologous End Joining”, NHEJ), induisant en général de petites insertions ou
délétions au point de cassure, ou le mécanisme de recombinaison homologue, si l'on apporte un
ADN matrice. Ce dernier mécanisme est celui qui permet notamment ’édition d’une base sur le
génome, tandis que le premier mécanisme est utilisé, par exemple, pour induire la perte de fonction
d’un géne (Figure 40).

Une des possibilités d’utilisation de la technologie CRISPR/Cas9 pour I'étude de régions de régulation
est de déléter la région d’intérét dans un modele cellulaire afin d’étudier 'impact sur expression du
gene cible, par l'utilisation de deux ARNg, de part et d’autre de la région d’intérét. Cette méthode s’est
montrée robuste pour la confirmation de Ueffet de régions candidates (Zhou et al., 2014; Moorthy and
Mitchell, 2016; Cassinari et al., 2019).

Une autre stratégie vise a utiliser la propriété de reconnaissance d’une séquence du systeme CRISPR/-
Cas9 mais sans l’activité endonucléase. La simple fixation de la Cas9, ici modifiée (“dead-Cas9”,
dCas9) engendre un encombrement stérique empéchant la fixation de facteurs de transcription et
donc lactivité de 'enhancer (Qi et al., 2013). L’ajout d’un facteur répresseur comme KRAB (“Krippel
associated box”) a la dCas9 renforce encore l'effet répresseur (Gilbert et al., 2013) de ce systéme
appelé CRISPRi (“CRISPR interference”). A l'inverse, la fusion de la dCas9 a un facteur transactiva-
teur, comme VP64 (un tétramére de la protéine VP16, “Herpes Simplex Viral Protein 16”), permet
d’améliorer lactivité transcriptionnelle d’'un enhancer (systéme CRISPRa, “CRISPR activation”)
(Perez-Pinera et al., 2013).
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Figure 40: Principe du systéme CRISPR/Cas9 et utilisation pour ’étude de la régulation d’un
géne A. Le principe général de la technologie peut étre utilisé pour induire la perte de fonction d’un
géne ou l’édition d’une base. La Cas9 est amenée avec un ARN guide (ARNg) afin de réaliser des
cassures double brin au niveau de la séquence cible. Les mécanismes de réparation entrent en jeu
afin de réparer ces cassures, par jonction d’extrémités non homologues NHEJ ou par recombinaison
homologue si un ADN donneur est ajouté. B. Application pour la délétion d’une région. En amenant
deux ARNg de part et d’autre de la région a déléter, apres cassure double brin les mécanismes de
réparation (principalement NHEJ) viennent rejoindre les deux extrémités de la délétion. C. et D. :
principe de l’'activation et 'inactivation par CRISPRi et CRISPRa. La Cas9 modifiée ayant perdu son
activité endonucléase (“dead Cas9”, dCas9) est couplée a un facteur répresseur (C.) ou
transactivateur (D.) afin de réprimer ou d’augmenter l'activité transcriptionnelle d’un enhancer,
respectivement.
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2. Mise en place d’une stratégie d’étude de la régulation a distance du
géne SLC40A1

Il existe donc plusieurs outils permettant d’identifier des séquences régulatrices et de confirmer leur
effet. A la question initiale “Quels sont les éléments de régulation de mon géne d’intérét?” suit une
autre question : “Par ou commencer pour identifier des régions candidates?”. Une stratégie consiste
en une étude fine des données déja disponibles notamment via le projet ENCODE, afin d’identifier
des régions dont le réle fonctionnel pourra ensuite étre confirmé par la combinaison de différentes
approches, en associant la méthode de géne rapporteur, 'étude de la conformation de la chromatine
et I'édition génique via l'utilisation du systeme CRISPR/Cas9 (Kim et al., 2019). C’est cette stratégie
que j’ai décidé d’utiliser, et qui sera décrite pour 'étude de la régulation du géne SLC40A1.

2.1. Méthodes
2.1.1. Analyse des bases de données expérimentales et choix du modéle cellulaire

Dans un premier temps, l'analyse d’un ensemble de données expérimentales disponibles dans dif-
férentes bases de données a été réalisée.

Pour délimiter le TAD contenant le gene SLC40A1, je me suis d’abord servi des données du projet EN-
CODE, via le site http://3dgenome.fsm.northwestern.edu. Ce site permet, en combinant des données
de Hi-C, de ChIA-PET, de ChIP-Seq, de séquencage d’ARN, de sites d’hypersensibilité a la DNAse, la
délimitation des TADs dans plusieurs types cellulaires pour un locus donné.

Pour identifier des régions de régulation candidates au sein du TAD, j’ai ensuite utilisé le navigateur
UCSC (https://genome.ucsc.edu/) qui permet de visualiser les données de différents projets.

Tout d’abord, j’ai utilisé la base GeneHancer (Fishilevich et al., 2017). Il s’agit d’une base de données
de régions de régulation, intégrant des données du projet ENCODE, la base de données “Ensembl
Regulatory Build” (Zerbino et al., 2015), le projet FANTOM (“Functional Annotation of the Mammalian
Genome”) (Andersson et al., 2014) et la base de données VISTA Enhancer (Visel et al., 2007). Un to-
tal de 284834 éléments de régulation sont listés dans cette base, avec un score de confiance combi-
nant les sources utilisées, la conservation de séquences entre espéces, la présence de pics de fixation
de facteurs de transcription... Une association de [’élément de régulation considéré avec le gene a
proximité est également calculée, a partir de données d’expression, de la distance avec le gene, de la
co-expression de facteurs de transcription et de données de capture-HiC.

Afin d’affiner ma recherche d’éléments candidats, j’ai décidé d’intégrer les données du projet ENCODE
spécifiques aux cellules HepG2. En effet, parmi toutes les données expérimentales disponibles, jai
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souhaité focaliser mes analyses sur un type cellulaire impliqué dans le métabolisme du fer et expri-
mant la ferroportine. Mon premier choix s’est porté sur les cellules HepG2. Ces cellules sont issues
d’un carcinome hépatocellulaire et sont souvent utilisées comme modeéle d’étude du métabolisme du
fer, notamment la surcharge en fer, la sécrétion d’hepcidine (Gehrke et al., 2003) et I'étude des génes
responsables de surcharge en fer, dont SLC40A1 (Lymboussaki et al., 2003; Traeger et al., 2021; Zhang
et al., 2022). Plusieurs équipes, dont celle dans la quelle j’ai réalisé ma thése, ont étudié la réponse
de ces cellules a une surcharge en fer (Popovic and Templeton, 2004; Jacolot et al., 2008). De plus,
le gene SLC40A1 est exprimé dans ce type cellulaire, au niveau de ’ARN, ou les données disponibles
(https://www.proteinatlas.org) placent les cellules HepG2 parmi les 10 types cellulaires exprimant le
plus ce gene, ou au niveau protéique par western blot (Angmo et al., 2017). D’autres choix avaient été
envisagés, comme Huh7, une autre lignée hépatocytaire, mais les données disponibles étaient beau-
coup plus restreintes, ou les cellules monocytaires THP-1, précurseurs des macrophages qui ont un
role primordial dans le métabolisme du fer, mais encore une fois les données disponibles étaient plus
limitées.

Les critéres que jai retenus sont :

« La présence de pics d’hypersensibilité a la DNAse |

La présence de pics d’acétylation de la lysine 27 de [I’histone H3 (H3K27Ac), marque
d’euchromatine
« La présence de pics de fixation de facteurs de transcription

La prédiction de I’état fonctionnel de la chromatine selon ChromHMM

ChromHMM est un algorithme permettant la description de U’état fonctionnel de la chromatine. A
partir de données de modifications de la chromatine, issues notamment du Roadmap Epigenomics
Consortium (Roadmap Epigenomics Consortium et al., 2015), l'algorithme en déduit gréce a une ap-
proche par un modele de Markov caché I’état de la chromatine et attribue une fonction aux différentes
régions (promoteur, insulateur, enhancer...).

Dans une derniére étape, jai ajouté les données de conservation de séquence disponibles par
Poutil ECRbrowser (https://ecrbrowser.dcode.org/) (Ovcharenko et al., 2004). A partir d’une région
génomique, loutil permet de visualiser les régions conservées entre plusieurs espéces, allant du
poisson a ’lhomme, en passant par 'opossum et la souris.

Malgré une redondance entre certaines données, ces approches se voulaient complémentaires. Jai
choisi d’interroger un maximum d’outils afin de sélectionner les régions qui regroupaient le plus
d’évidences fonctionnelles.
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2.1.2.Tests luciférase

a. Préparation des plasmides

A partir de la construction pGL3_proSLC40A1, qui contient le gene codant la “firefly” luciférase sous
le controle du promoteur minimal de SLC40A1 (chr2:190445239-190446246, GRCh37), nous avons fait
construire les plasmides contenant nos régions candidates par la société CodexDNA®, qui utilise la
technologie d’assemblage de Gibson (Gibson et al., 2009). Cette technologie permet 'assemblage de
séquences d’ADN en une seule réaction isothermique grace a l'utilisation d’une exonucléase et une
Phusion DNA polymerase.

Des constructions ont ensuite été réalisées manuellement, afin d’inverser l'orientation des séquences
candidates, ou de combiner plusieurs séquences au sein du méme plasmide. Les séquences des ré-
gions a insérer ont été amplifiées a partir des plasmides existants (PrimeSTAR GXL, Takara Bio) avec
des amorces contenant une queue spécifique du plasmide receveur, au niveau du site BamHI (pour
Linversion des régions) ou Sall (pour la combinaison de deux régions) (Annexe 1), afin de permettre le
clonage (kit In Fusion HD cloning, Takara Bio). Aprés transformation bactérienne, les plasmides ont
été extraits (kit NucleoSpin Plasmid, Mini kit for plasmid DNA, Macherey-Nagel), vérifiés aprés restric-
tion enzymatique sur gel d’agarose, et séquencés par méthode Sanger (BigDyeTM Terminator v1.1
cycle sequencing, Applied Biosystem) sur un automate Applied Biosystems 3500.

b. Culture cellulaire et transfection

Les cellules HepG2 (ATCC) ont été maintenues a 37°C en atmosphere humide et a 5% de CO,. Pour
les tests luciférase, les cellules HepG2 ont été mises en culture en plaques 6 puits a 2,5.10° cellules par
puits, transfectées 24 heures aprées avec les plasmides pGL3-basic, pGL3_proSLC40A1 ou les construc-
tions comportant les différents éléments de régulation, ainsi que le plasmide pSV-/-galactosidase. Ce
dernier permet de normaliser la transfection entre les différentes conditions. Les cellules ont ensuite
été maintenues en culture 48 heures, lysées (Passive Lysis 5X Buffer, Promega), puis les lysats ont été
centrifugés 5 minutes a 10000 g et 4°C, et les surnageants récupérés.

c. Révélation et tests statistiques

Apartirdes surnageants récupérés, 20 ul ont été distribués en plaque 96 puits opaques blanches (Ther-
moFisher Scientific), et I'activité luciférase a été mesurée grace au substrat de la firefly luciférase (Lu-
ciferase Assay System, Promega) sur le lecteur de plaques Varioskan Flash (ThermoFisher Scientific).
25 ul ont également été distribués en plaques 96 puits transparentes, avec ajout de 25 ul de 2X assay
buffer (Beta-Galactosidase Enzyme Assay System, Promega), puis incubés a 37°C pendant 30 minutes
avant lecture d’absorbance a 420 nm sur le Varioskan Flash. Chaque condition a été réalisée en tripli-
cat pour chaque expérimentation. Les résultats de luciférase ont ensuite été rapportés pour chaque
condition au dosage de 3-galactosidase. Pour les représentations graphiques et les statistiques, les
moyennes de chaque triplicat ont été rapportées aux moyennes pour la condition pGL3-basic (dans
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les expériences visant a comparer les différentes constructions de promoteur) ou pGL3_proSLC40A1
(pour la comparaison des différentes régions candidates). Le test t de Student apparié a été utilisé
pour les statistiques.

2.1.3. Edition génique : CRISPR/Cas9

Afin de confirmer leffet des éléments potentiellement régulateurs du géne SLC40A1, j’ai souhaité
réaliser la délétion de ces éléments dans les cellules HepG2.

J’ai développé simultanément plusieurs approches : une stratégie en “bulk” et une stratégie
d’isolation clonale. J’ai fait le choix du plasmide PX458 (Addgene #48138), contenant le promoteur
U6, en amont de 'emplacement de I’ARN guide, et le promoteur SV40 en amont du géne codant
la Cas9, qui est couplée a la GFP. Ceci nous a permis de vérifier lefficacité de transfection mais
également une possible sélection des cellules transfectées par FACS (“Fluorescent Activated Cell
Sorting”). Ce plasmide étant a l'origine prévu pour y intégrer un seul ARN guide, il a été modifié afin
de permettre la production de deux ARNg a partir d’un seul plasmide.

a. Séléction des ARNg et préparation des plasmides

Les ARNg ont été choisis a l'aide de l'outil CRISPOR (Concordet and Haeussler, 2018; Liu et al., 2020),
en fonction de leur efficacité prédite, de leurs scores de spécificité MIT et CFD (Hsu et al., 2013; Doench
et al., 2016) et du nombre de coupures “off-target” (coupures a d’autres localisations sur le génome).
A partir de deux ARNg en 5’ de la région candidate et deux en 3’, les quatre combinaisons possibles
de couple d’ARNg ont été sélectionnées. Des fragments d’ADN contenant ces couples d’ARNg avec
un promoteur U6 entre le premier et le deuxiéme ARNg, ont été synthétisés et insérés par la société
GenScript® (Annexe 2). Les plasmides ainsi produits ont ensuite été amplifiés par transformation bac-
térienne, extraits et contrdlés par séquencage Sanger et dépdt sur gel d’agarose.

b. Culture cellulaire et transfection

Les expériences de CRISPR/Cas9 ont été réalisées dans la lignée cellulaire HepG2. Une particularité
de cette lignée cellulaire est qu’elle contient trois copies du gene SLC40A1, car la cellule porte une tri-
somie 2 (Zhou et al., 2019). Cette particularité sera a prendre en compte pour la suite de Uexpérience.
2,5 x 10° cellules HepG2 ont été mises en plaque 6 puits. Les transfections ont été réalisées 24 heures
aprés la mise en plaque avec 'agent de transfection Transit 2020 reagent (Mirus) et 3 pg de construc-
tion (vide, PX458 seul ou PX458-ARNg). 48 heures apres transfection, deux stratégies ont été testées
(Figure 41):

1. une stratégie en “bulk” : les extractions d’ADN et d’ARN ont été réalisées sur I'ensemble des
cellules, sans sélection (Cassinari et al., 2020).

Surcharges en fer liées a SLC40A1: caractérisation fonctionnelle, structurale et régulation a distance

246



2. une stratégie d’isolation clonale : les cellules transfectées triées, sur la base de I'expression de
la GFP, par cytométrie en flux grace au trieur de cellules CytoFLEX (Beckman, disponible via la
plateforme Hyperion a Brest) sont récupérées a raison d’une cellule par puits d’une plaque 96
puits en présence de milieu de culture. Les cultures ont ensuite incubées a 37°C en atmospheére
humidifiées a 5% de C' O, jusqu’a obtention de colonies de cellules, puis transférées en plaques
24 puits.
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Figure 41: Protocole de délétion des éléments de régulation par stratégie CRISPR/Cas9. Les

plasmides contenant chacun un couple d’ARN guides sont transfectés dans les cellules HepG2

pendant 48h. Une premiére stratégie vise a étudier un pool cellulaire (“bulk”), 'autre d’isoler les

cellules GFP positives en plaques 96 puits pour réaliser une expansion clonale. Les clones sont

ensuite caractérisés par PCR afin de rechercher ’événement de délétion.Les clones positifs de la

stratégie 2 ou les pools pour la stratégie 1 sont ensuite mis en culture pour extraction d’ADN et d’ARN

et analyse en PCR digitale du nombre de copies de la région visée et de 'expression de SLC40A1.

d. Extraction d’ADN et d’ARN

Apartirdu “bulk” de cellules, ou des clones isolés, une extraction d’ADN a été réalisée (QuickGene DNA
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whole blood kit, Fujifilm Wako) sur 'automate QuickGene-610L (Fujifilm Wako), et ’ARN total a été ex-
trait (NucleoSpin RNA, Mini, Macherey-Nagel). Apres dosage par spectrophotométrie sur lautomate
DeNovix DS-11 (Denovix), TADN complémentaire a été produit a partir d’1 g d’ARN total (Transcrip-
tase inverse SuperScript™ lIl, ThermoFisher Scientific).

e. Analyse par PCR digitale

J’ai fait le choix de la PCR digitale pour 'analyse du nombre de copies de notre région de régulation
apres transfection avec les différentes constructions, mais également pour une quantification absolue
de ’ARN du géne SLC40A1. En effet, cette technologie, qui permet d’isoler une molécule d’ADN dans
une gouttelette et d’y réaliser une réaction de PCR, a montré son intérét tant pour 'analyse du nombre
de copies d’une région (Harmala et al., 2017; Cassinari et al., 2019) que pour la quantification absolue
d’ARN et donc le niveau d’expression d’un gene (Kuhlmann et al., 2021).

Le principe de la PCR digitale en gouttelette (“digital droplet PCR”, ddPCR) est le partitionnement des
molécules d’ADN dans des gouttelettes grace a une dilution limite de I’échantillon afin qu’une gout-
telette contienne au plus une molécule d’ADN, en suivant la loi de Poisson (Vogelstein and Kinzler,
1999). Une réaction de PCR est réalisée simultanément dans chaque gouttelette, et par utilisation de
sondes couplées a un fluorochrome, la lecture permet de détecter les gouttelettes positives et néga-
tives. Cette technique est particulierement sensible et intéressante pour la détection d’événements
rares, elle a pu faire ses preuves notamment pour la recherche d’ADN libre circulant (tumoral ou foetal)
(Diaz and Bardelli, 2014; El Khattabi et al., 2016).

Pour notre projet, il fallait mettre au point deux analyses par ddPCR:

« une analyse du nombre de copies de notre région de régulation
« une quantification de ’ARN du géne SLC40A1

Dans les deux cas, j’ai utilisé, pour la détection de nos produits d’amplification, une librairie de son-
des d’hydrolyse universelles (“Universal Probe Library”, UPL, Roche). Il s’agit de sondes contenant
des acides nucléiques modifiés (“Locked Nucleic Acid”, LNA), ayant une plus grande capacité de fixa-
tion que les acides nucléiques classiques, permettant une stabilité de fixation au cours des réactions
de PCR (Owczarzy et al., 2011). Les sondes sont également couplées a un fluorochrome en 5’, la fluo-
rescéine (FAM) et un quencher en 3’. Ces sondes de huit a neuf nucléotides sont réparties le long du
génome, avec une distance entre deux sondes comprises sur chaque chromosome entre 110 et 220
pb (Cassinari et al., 2019), facilitant leur choix pour les réactions de PCR.

Le choix des amorces de ddPCR a été fait grace a un outil en ligne (https://primers.neoformit.com/),
permettant, a partir d’une séquence génomique donnée, de trouver les amorces entourant une sonde
UPL, avec les paramétres par défaut (taille d’'amorce entre 18 et 27 nucléotides, une taille d’amplicon
entre 60 et 80 nucléotides, une température d’hybridation entre 59 et 61°C).
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Pour 'analyse du nombre de copies de la région de régulation, nous avons besoin d’utiliser un gene
controle, qui permet de normaliser le nombres de copies. J’ai choisi le gene HMBS déja utilisé par une
équipe ayant décrit 'application de la PCR digitale a ’étude du nombre de copies d’ADN (Cassinari
et al., 2019), qui est présent en deux copies dans les cellules HepG2 (Zhou et al., 2019). Les amorces
utilisées sont listées dans l'annexe 3. Ainsi, par ddPCR, nous devrions voir, dans une condition non
traitée, trois copies de nos régions de régulation.

Pour la quantification d’ARN, les amorces ont été choisies a partir de la séquence de ’ADN complémen-
taire afin de générer un amplicon a cheval entre deux exons, permettant de distinguer le cas échéant
’ADN complémentaire de ’ADN génomique résiduel.

2.1.4. Séquencage des régions candidates sur la cohorte EMSAI

Notre objectif était également d’identifier des variants génétiques dans les régions de régulation
confirmées chez des patients présentant une surcharge en fer. Nous avons utilisé la cohorte EM-
SAl (« Enquéte Multicentrique sur les patients admis dans un protocole de SAignées Itératives a
l’établissement francais du sang »), qui a été constituée par le Pr Gérald Le Gac dans le cadre d’un
protocole de recherche multicentrique regroupant 25 établissements de transfusion sanguine. Un
total de 1059 patients traités par saignées itératives ont été recrutés entre 2012 et 2015. 258 de ces
1059 patients avaient une hémochromatose de type 1, confirmée par la détection du génotype HFE
p.[Cys282Tyr];[Cys282Tyr]. Des causes secondaires de surcharge en fer ou d’hyperferritinémie ont
été identifiées chez 507 autres patients, principalement une obésité associée ou non a un syndrome
métabolique et une consommation excessive d’alcool (Le Gac et al., 2022). Aucune cause évidente de
surcharge en fer n’avait, en revanche, été identifiée chez 204 patients, séparés en deux phénotypes
distincts : hyperferritinémie isolée (valeurs de ferritine sérique au moins deux fois supérieures aux
valeurs normales en tenant compte du sexe ; N= 173), et hyperferritinémie associée a une augmen-
tation du coefficient de saturation de la transferrine (supérieur ou égal a 50% pour une femme, 60%
pour un homme ; N=31).

Nous avons mis en place une stratégie de séquencage haut débit par la technologie Fluidigm et le
séquenceur PGM (Personal Genome Machine, lon Torrent, ThermoFisher Scientific) (Figure 42). La
technologie Fluidigm, notamment le systéme Access Array, permet grace a la microfluidique de com-
biner aisément un grand nombre d’ADN de patients avec des amorces d’amplification. Les amorces
sont choisies pour réaliser 'amplification de fragments de 150 paires de bases (Annexe 4). Lautomate
génére les mix ADN-amorces, et les ADN sont amplifiés par PCR. Les librairies ainsi produites sont en-
suite chargées sur une puce pour un séquencage sur le PGM.

Les données brutes de séquencage ont été analysées en utilisant une série de manipulations
informatiques. Des fichiers fastq ont d’abord été générés pour permettre un alignement sur
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)

le génome de référence a l'aide de lalgorithme TMAP (“Torrent Mapping Alignment Program”,
https://github.com/iontorrent/TS). Les variants de séquence ont été appelés a l'aide de l'algorithme
TVC (“Torrent Variant Caller”, https://github.com/iontorrent/Torrent-Variant-Caller-stable). Les
fichiers vcf (“variant call format”) ont finalement été associés (“poolés”) afin de générer un fichier
unique contenant tous les variants (pour ’'ensemble des patients).

Lesvariants ont été annotés a l'aide de l'outil VEP (“Variant Effect Predictor”, https://www.ensembl.org/)
avant d’étre analysés a 'aide du logiciel “Cutevariant”, développé en interne par le Dr. Sacha Schutz
(Schutz et al., 2022). Ce logiciel permet de filtrer les variations en fonction de différents paramétres
(génotype, qualité...) et de les présenter sous une forme annotée. Etant donnée la localisation
des régions séquencées (introniques profondes ou intergéniques), la majorité des annotations et
prédictions, qui se focalisent sur 'impact des variations codantes ou d’épissage, étaient tres peu
informatives. J’ai choisi d’appliquer un filtre sur la fréquence en population générale (<1% toutes
populations confondues dans la base de données gnomAD), et d’annoter ensuite les variants grace
a la base de données RegulomeDB (Boyle et al., 2012) (https://regulomedb.org/regulome-search).
Cette base permet de colliger et visualiser des informations sur des variants (s’ils sont présents
dans la base de données dbSNP), ou des positions génomiques, comme notamment la présence de
motifs de régulation connus ou prédits (croisement des données du projet GEO, d’ENCODE, et de la
littérature). Un score est donné pour chaque position (Dong and Boyle, 2019), tenant compte de la
localisation du variant dans un site d’hypersensibilité a la DNAse, de motifs de fixation de facteurs de
transcription et des données d’expression différentielle éventuellement disponibles pour le variant
dans la base de données eQTL (V3sa et al., 2021) (https://eqtlgen.org/). Un score proche de 1 signifie
une forte probabilité que la position considérée soit importante pour la reconnaissance d’un élément
de régulation transcriptionnelle.
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Figure 42: Séquencage des régions de régulation sur la cohorte EMSAI. Le séquencage a été

effectué a partir d’une sélection de 204 patients issus de la cohorte EMSALI. L’analyse bioinformatique

(alignement, “variant calling”) est réalisée par la suite lon Torrent. L'annotation est réalisée par VEP

et 'analyse finale grace au logiciel “Cutevariant”. Les variants rares ont été analysés en utilisant

différentes données fonctionnelles documentées dans la base de données RegulomeDB. ST=

coefficient de saturation de la transferrine.
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2.2. Résultats
2.2.1 Sélection des régions candidates a partir des bases de données expérimentales

Dans un premier temps, il fallait définir les frontiéres du TAD contenant le gene SLC40A1. A partir
des données de HiC du projet ENCODE disponibles en ligne (http://3dgenome.fsm.northwestern.edu),
le TAD englobant le gene SLC40A1 s’étendrait sur une région de 200 Kb (chr2:190304726-190504726,
GRCh37) (Figure 43).

A partir de cette région, j’ai recherché la présence de régions de régulation potentielles. Toujours grace
aux données du projet ENCODE disponible sur UCSC, j’ai étudié :

« La présence de pics d’hypersensibilité a la DNAse

« La présence de pics d’acétylation de la lysine 27 de I’histone H3 (H3K27Ac)

« La présence de pics de fixation de facteurs de transcription

« La prédiction de régions de régulation selon GeneHancer

« la prédiction de Uouverture de la chromatine selon ChromHMM

« Lesdonnées de conservation de séquences a partir de Uoutil ECRbrowser (https://ecrbrowser.dcode.org/)

Ce travail a permis de sélectionner huit régions de régulation candidates, résumées dans la figure 43
ainsi que dans le tableau 4.
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Figure 43: Représentation du TAD comprenant le géne SLC40A1 et des données utilisées pour la
détermination des séquences candidates, visualisées via le navigateur UCSC. Le TAD de 200Kb
contient deux genes, WDR75 (“WD repeat-containing protein 75”, impliqué dans 'assemblage du
ribosome) et SLC40A1. Les régions prédites par GeneHancer sont affinées en se focalisant sur les
données, pour les cellules HepG2, d’acétylation de la lysine 27 de [’histone H3 (H3K27Ac),
d’hypersensibilité a la DNase, ou d’ouverture de la chromatine par ChromHMM. Les données de
conservation de séquence de la souris au primate sont représentées. Les régions candidates
sélectionnées sont représentées par les rectangles noirs en bas, numérotés de 1 a 8.
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Région candidate Localisation (GRCh37)

1 chr2:190371055-190371855
2 chr2:190386554-190387971
3 chr2:190413653-190414655
4 chr2:190417484-190418813
5 chr2:190434121-190434752
6 chr2:190435150-190435997
7 chr2:190473362-190475046
8 chr2:190477015-190478511

Tableau 4. Coordonnées des différentes régions de régulation candidates du géne SLC40A1.

2.2.2 Analyse de Ueffet des régions candidates sur le promoteur de SLC40A1 par tests
luciférases

Des cellules HepG2 ont été mises en culture en plaques six puits (chaque condition en triplicat) avant
d’étre co-transfectées avec le plasmide pGL3_proSLC40A1, permettant de détecter une activité pro-
motrice minimale, ou une construction pGL3_proSLC40A1_Enh, contenant 'une ou l'autre des huit
régions régulatrices candidates, ainsi que le plasmide pSV-/-galactosidase (pour normalisation des
transfections et des valeurs de luciférase). Les résultats présentés en figure 44 suggerent que, dans
le modele utilisé, les régions candidates 2, 3, 4 et 8 régulent de maniére positive l’activité du promo-
teur du géne SLC40A1 ; les effets les plus marquant étant observés avec les régions 3 et 8 (valeurs de
luciférase augmentées d’un facteur quatre a cing). La région candidate 5 n’a pas d’effet, alors que les
régions 1, 6 et 7 sont associées a un effet négatif.
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Figure 44: Résultats des tests luciférase comparant les différentes régions candidates (N=5) Les

valeurs de luminescence sont rapportées aux valeurs de -galactosidase pour normalisation, et la

moyenne de chaque triplicat est rapportée a la moyenne de la condition basale, associée a l'activité

de la construction pGL3_proSLC40ALl. Le graphique montre les résultats de cing expériences
indépendantes. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Les effets positifs observés pour les régions candidates 2, 4, 5 et 8 ont été confirmés a partir de con-

structions plasmidiques ou chacune des séquences considérées a été clonée dans lorientation op-

posée (Figure

45).
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Figure 45: Résultats des tests luciférase comparant les enhancers potentiels, avec une
orientation inversée dans la construction plasmidique (N=5). Les valeurs de luminescence sont
rapportées aux valeurs de 3-galactosidase pour normalisation, et la moyenne de chaque triplicat est
rapportée a la moyenne de la condition condition basale, associée a l'activité de la construction
pGL3_proSLC40A1. Le graphe montre les résultats de cinq expériences indépendantes. * p<0.05, **
p<0.01.

J’ai également souhaité étudier la possibilité d’effets coopératifs entre les différentes régions candi-
dates. J’ai créé plusieurs combinaisons a partir des enhancers potentiels. Comme montré dans la
figure 46, la combinaison des régions 3 et 8 montre un effet synergique, avec une augmentation d’un
facteur 15,4 des valeurs de luciférase, contre 4,3 et 4,6 pour les régions 3 et 8 seules, respectivement.
De méme, la région 2 semble agir en coopération avec la région 3, ou 'on passe d’une augmentation
d’un facteur 1,8 pour la région 2 et 4,36 pour la région 3 a un facteur 9,9 en combinaison. La région 4
seule avait un effet trés modeste, mais significatif, sur l'activité luciférase. Lorsqu’elle est combinée a
la région 2 et 8, il n’y a pas d’effet significatif sur 'activité de ces deux régions, et lorsqu’elle est com-
binée a la région 3, il existe un effet mais qui reste modeste (augmentation d’un facteur 6,6 en com-
binaison contre un facteur 4,4 pour la région 3 seule). Tout en restant prudents sur 'interprétation
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de ces résultats, avec une variabilité parfois importante pour certaines combinaisons, nous pouvons
suggérer que les régions 2, 3 et 8 agissent en coopération, et que effet de la région 4 n’est pas franc
et ne se limiterait qu’a la région 3.
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Figure 46: La combinaison des enhancers potentiels entraine un effet coopératif (N=5) Les
valeurs de luminescence sont rapportées aux valeurs de 5-galactosidase pour normalisation, et la
moyenne de chaque triplicat est rapportée a la moyenne de la condition basale, associée a 'activité
de la construction pGL3_proSLC40AL. Les graphes montrent les résultats de cing expériences
indépendantes. ns= non significatif. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Lensemble de ces résultats m’ont conduit a focaliser mon attention sur les régions régulatrices can-
didates 2, 3 et 8. Cela, malgré les résultats qui suivent qui montrent que les effets observées a par-
tir des cellules HepG2 n’ont pas été confirmés a partir de la lignée hépatique Huh7 (Figure 47). Ces
différences soulévent la question d’un possible biais dans l'identification de séquences de régulation
avec des analyses in silico entierement réalisées a partir de données produites avec les cellules HepG2.
Celareviendrait a dire que les éléments de régulation identifiés a partir d’un type cellulaire ne sont pas
forcément transposables a un autre modeéle. Au sein d’un méme TAD et a partir de lignées différentes,
organisation de la chromatine ne serait ainsi pas la méme.
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Figure 47: Les régions de régulation montrant un effet enhancer ou silencer dans les cellules
HepG2 n’ont pas d’effet drastique dans les cellules Huh7 (N=5). Les valeurs de luminescence
sont rapportées aux valeurs de 3-galactosidase pour normalisation, et la moyenne de chaque
triplicat est rapportée a la moyenne de la condition basale, associée a 'activité de la construction
pGL3_proSLC40A1. Le graphe montre les résultats de cing expériences indépendantes.
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2.2.3 Délétion des régions de régulation par technologie CRISPR/cas9

Compte-tenu du temps dont je disposais encore avant la fin de ma thése, je n’ai réalisé qu’une
seule tentative d’invalidation d’une région régulatrice potentielle de l'activité du promoteur du géne
SLC40A1 : la région 3. Les autres régions d’intéréts seront testées plus tard, en tenant compte de la
validation ou non des différentes méthodologies développées.

Ici, j’ai entrepris de tester une approche « bulk », visant a vérifier 'obtention d’une délétion au niveau
de ’ADN et d’une différence d’expression au niveau ARN a partir d’'un pool de cellules transfectées avec
un vecteur apportant la Cas9 et deux ARN guides, en plus d’une stratégie plus conventionnelle con-
sistant a sélectionner les cellules effectivement (réellement) transfectées (grace a 'expression d’une
protéine GFP produite a partir du méme plasmide), avant dilution limite et expansion clonale.

a. Validation des conditions d’analyses par PCR digitale

J’ai extrait 'ADN et I’ARN de cellules HepG2 (non transfectées) afin de quantifier le nombre de copies
de la région de régulation 3 (nombre de copies attendu : 3) et de calibrer son niveau d’expression par
une approche de PCR digitale.

La figure 48 confirme l’existence de 3 copies de la région 3, au regard du gene HMBS (2 copies).
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Figure 48: Etude par PCR digitale du nombre de copies de la région de régulation cible dans les
cellules HepG2, a l'aide du logiciel Quantasoft Analysis Pro (BioRad). A. Le nombre de gouttelettes
positives dans le premier canal (FAM, en bleu) correspondent aux produits de PCR pour la région 3,
et les gouttelettes positives dans le canal 2 (HEX, en vert) pour la référence, le gene HMBS. B.
Représentation en deux dimensions des gouttelettes positives en FAM (bleues) et HEX (vertes). Les
gouttelettes négatives sont en gris, et les gouttelettes double positives (FAM et HEX) en orange. C.
Calcul du nombre de copies de la région de régulation, a partir des gouttelettes positives en FAM et
HEX.
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Pour évaluer l’expression du gene, j’ai produit des ADN complémentaires a partir d’1 ug d’ARN to-
tal, avant de réaliser des dilutions en série et d’amplifier les ADNc correspondant au gene SLC40A1
de maniere spécifique. La figure 49 montre une diminution du nombre de gouttelettes positives qui
corréle avec les facteurs de dilutions successifs jusqu’a la dilution 1/32. Au-dela, le nombre de gout-
telettes obtenues peut étre considéré comme trop faible ; témoignant dés lors de la limite expérimen-
tale. Cependant, étant donnée 'ampleur des effets attendus de la délétion d’un élément de régulation
sur expression d’un gene, qui serait plutot faible (d’autant plus que cette délétion a peu de chances
de survenir sur les trois alleles présents dans chaque cellule), nous pouvons supposer que les niveaux
d’expression résiduels seront compris dans la gamme de dilution entre 1 et 1/32.

A
SLC40A1 cDNA
3000 .
2500
2000
SZ 1500
&
<
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Figure 49: Quantification de "ARN du géne SLC40A1 par ddPCR dans les cellules HepG2. A. Le
nombre de gouttelettes positives dans le premier canal (FAM) correspondant aux produits de PCR
pour ’ADNc du gene SLC40A1, sans dilution et apres dilutions en série (de 1/4 a 1/64). B. Calcul du
nombre de copies par pl de 'ARN de SLC40A1.

Ces premiers résultats permettent de conclure que cette stratégie est pertinente, a la fois pour la quan-
tification du nombre de copies que pour [’évaluation de ’expression du gene SLC40A1.
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b. Résultats de la premiére tentative d’édition génique en utilisant la méthode « bulk »

Des cellules HepG2 ont été transfectées pendant 48 heures avec des plasmides permettant de tester
4 combinaisons d’ARN guides. Des plasmides pcDNA3.1 et PX458 ont été utilisés comme contrdles
négatifs.

La figure 50 montre la variabilité observée pour la quantification du nombre de copies du gene
SLC40A1, comprise entre 2,54 et 2,77, sans différence apparente entre les témoins et les différentes
conditions testées. Cela suggere que le nombre de cellules délétées pour la région régulatrice
candidate 3 est resté bas, et en tout cas pas suffisant pour révéler des différences dans une stratégie
qui dépend également de Uefficacité de transfection.

Pour cette raison, j’ai décidé de ne pas poursuivre en stratégie bulk, mais de me tourner vers une
stratégie d’expansion clonale, qui est en cours de mise au point.

ADN: nombre de copies de la région 3

Copy Number - ¢

pcDNA3.1 PX458 ARNg 1 ARNg 2 ARNg 3 ARNg 4 NTC

Figure 50: Quantification du nombre de copies de notre région de régulation par ddPCR dans
les cellules HepG2. par le logiciel Quantasoft Analysis Pro (BioRad). Calcul du nombre de copies de
I’élément régulateur 3 en comparaison au gene HMBS présent en deux copies, en fonction des
combinaisons d’ARNg. NTC : controle de PCR sans ADN.

2.2.4 Séquencage des régions de régulation

a. Données de qualité

204 patients ont été sélectionnés a partir de la cohorte EMSAI (voir la partie matériels et méthodes).
202 ADN ont pu étre séquencés (deux ADN n’étant plus disponibles), et nous avons connu un échec de
séquencage. Au total, nous avons donc analysé les données de 201 patients. La profondeur moyenne
était de 1593 X (minimum: 602 X, maximum: 11201 X). Cette valeur élevée s’explique par le ciblage de
régions chromosomiques représentant une taille totale de seulement 9206 pb et le peu d’ADN utilisés
par puces de séquencage (5 séries d’'une quarantaine d’ADN).
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b. Variations identifiées

Aprés appel des variants et regroupement des fichier VCF de chaque patient, le fichier VCF final con-
tenait 49 variations. Un filtre sur la récurrence dans la cohorte permet de retirer les variants trop
fréquents (>1% dans la population générale). Apres ces filtres, on retient 18 variations qui ont été
analysées de facon plus fine (Annexe 5).

Deux variations ont attiré mon attention, car localisées dans la région 8, qui est la région ayant 'impact
le plus fort sur la transcription d’apres les tests luciférase (Figure 51) :

« la variation chr2(GRCh37):g.190477717A>G. Cette variation est présente a une fréquence
d’environ 1% dans la population générale, a un score de 1 (maximum) sur RegulomeDB, est
située sur un site ou plusieurs motifs de fixation de facteurs de transcription sont prédits,
dont MTF1, qui est connu pour étre impliqué dans la régulation du géne SLC40A1 (Troadec et
al., 2010). Le patient porteur de cette variation est un homme de 41 ans, sans surpoids, une
ferritine a 601 ug/L et un coefficient de saturation de la transferrine de 41%.

« la variation chr2(GRCh37):g.190478195T>C. Cette variation est retrouvée a une fréquence de
0.02% dans la population générale et a un score de 0.68 sur RegulomeDB, et touche un site
ou un motif FOXG1 est prédit, et tres conservé. Ce facteur de transcription a d’ailleurs été décrit
comme importantdans les lignées hépatocarcinomateuses (Zheng et al., 2019), mais principale-
ment dans la carcinogenese. Elle est détectée chez un homme de de 65 ans, en surpoids, une
ferritine a 600 uug/L et un coefficient de saturation de la transferrine de 30%.
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Figure 51: Visualisation des deux variants d’intérét localisés dans la région 8. A. Localisation
des variations en regard des données de ChIP pour les facteurs de transcription, 'acétylation de la
lysine 27 de ’histone H3, les signaux de DNase I. B. Visualisation IGV des deux variations. C.
Représentation des matrices de poids des motifs prédits de fixation de facteurs de transcription.

Limpact de ces deux variations, rares a trés rares en population générale, sera testé au travers de
tests luciférase. Les phénotypes des patients, qui présentent une hyperferritinémie supérieure a deux
fois la valeur normale mais qui reste cependant assez faible au regard des descriptions généralement
réalisées dans le contexte de la maladie de la ferroportine et d’une perte de fonction du gene SLC40A1,
suggérent un effet relativement modeste (hypomorphe).

2.3. Discussion
2.3.1. Etablissement d’une stratégie d’étude de la régulation a distance du géne SLC40A1

a. Stratégie d’étude in silico
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J’ai pris la décision d’étudier la régulation a distance du gene SLC40A1 en commencant par l'analyse
des données expérimentales disponibles, principalement grace au projet ENCODE. Cette stratégie est
inspirée des travaux de Kim et al. sur I’étude du gene Myrf chez la souris (Kim et al., 2019). Apres
avoir déterminé les bornes du TAD, ou boucles d’ADN, contentant notre gene d’intérét, l'idée est de
rechercher des régions portant des marques épigénétiques caractéristiques des régions régulatrices,
ou témoins d’une chromatine décondensée.

L’'une des marques bien décrite est 'acétylation de la lysine 27 de ’histone H3 (H3K27Ac) (Heintzman
etal.,2009). Cette marque est le reflet d’une région transcriptionnellement active, avec une ouverture
de ’ADN. Les régions de régulation étant associées a la fixation d’un facteur de transcription, elles sont
censées étre pauvres en nucléosomes (He et al., 2010). Ainsi, de fagon plus précise, l'acétylation des
histones au niveau de ces régions présente un profil spécifique, en “pic-vallée-pic”, ou la vallée sert
a la fixation du facteur de transcription (Kim et al., 2019), comme montré pour les régions 3 et 8, qui
sont les régions associées aux effets les plus importants sur la transcription en tests luciférase, dans
la figure 52.
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Figure 52: Visualisation des profils de fixation de différents facteurs de transcription au niveau
des régions 3 et 8 dans les cellules HepG2. . Données issues du projet ENCODE. En vert, le profil
d’acétylation de la lysine 27 de ’histone H3. En violet, les différents facteurs de transcription se
fixant a cette région dans les cellules HepG2.

Le plus souvent, un enhancer est associé a la fixation de plusieurs facteurs de transcription, permet-
tant une spécificité en fonction du type cellulaire ou du stade développement (Panigrahi and O’Malley,
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2021). C’est ce que l’'on voit par exemple ici en analysant les données issues du projet ENCODE mon-
trant la fixation de différents facteurs de transcription au sein des régions 3 et 8 (Figure 52).

Les facteurs de transcription représentés ici sont ceux qui présentaient le signal le plus important
dans le projet ENCODE. Parmi ces facteurs, MAFK (“MAF bZIP transcription factor K”) est connu pour
s’associer au facteur de transcription NRF2 (Toki et al., 1997; Soares and Hamza, 2016), qui chez la
souris (Nrf2) a été décrit comme un activateur du gene Slc40al en présence d’heme en se fixant a la
séquence ARE présente au niveau du promoteur (Marro et al., 2010). Le facteur CEBPB (“CCAAT En-
hancer Binding Protein Beta”) a quant a lui un r6le primordial dans le macrophage et est connu pour
étre impliqué dans la régulation transcriptionnelle du gene NRAMP1, codant un importateur de fer im-
pliqué dans la réponse immunitaire (Cellier, 2017). Enfin, le facteur P300 est une histone acetyltrans-
férase régulant la transcription via le remodelage de la chromatine, et a été impliqué dans la régula-
tion transcriptionnelle du géne codant la ferritine H chez la souris (Tsuji et al., 1999). Ces différents
éléments sont importants a prendre en compte dans Uinterprétation des données de ChIP-seq dans
le contexte plus général du métabolisme du fer. Il serait intéressant de vérifier la fixation de ces dif-
férents facteurs a la région régulatrice 8 par ChIP-PCR et a partir de différents types cellulaires (HepG2,
Huh7, macrophages primaires).

Les données massives de séquencage génomique permises par les nouvelles technologies sont a
lorigine de nombreuses bases de données permettant d’étudier la variabilité génétique au sein
d’individus ou de populations. Ces données ont également permis d’identifier des régions du
génome intolérantes a la variation, laissant supposer que ces régions, si elles sont mutées, sont
plus susceptibles d’entrainer une pathologie (Petrovski et al., 2013). Cette notion de contrainte
génomique est bien décrite pour les régions codantes du génome (Havrilla et al., 2019). Pour ce qui
est des régions non codantes, une équipe a récemment proposé un algorithme, gwRVIS (Vitsios et al.,
2021). Cet algorithme utilise les données de séquencage en population générale pour déterminer un
score de contrainte génomique, un score négatif signifiant que la position contient peu de variations
en population générale. Cette stratégie peut étre utilisée pour prioriser des régions génomiques
potentiellement importantes fonctionnellement.

J’ai utilisé ces données pour visualiser les scores dans les régions candidates. Les données du
score gwRVIS (v1.1) pour le chromosome 2 ont été téléchargées a partir du dépot disponible en
ligne (https://az.app.box.com/v/jarvis-gwrvis-scores). La région d’intérét (chr2(GRCh37):190300000-
190500000) a été isolée et visualisée grace a la libraire Python seaborn (Waskom, 2021). On peut
voir de facon intéressante que les régions candidates ont en moyenne un score négatif, signifiant
qu’elles sont potentiellement peu tolérantes a la variation génétique (Figure 53). Ce n’est pas le cas
par contre pour la région 5, qui ne présentait pas d’effet sur la transcription lors des tests luciférase,
suggérant que cette région pourrait ne pas avoir d’importance fonctionnelle majeure.
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Figure 53: Visualisation des scores de contrainte génomique gwrvis au sein du TAD contenant
le géne SLC40A1. Les régions candidates sont surlignées en vert. Un score négatif signifie que la
position présente une contrainte génomique, c’est-a-dire que peu de variants y sont retrouvés dans
la population générale.

b. Etude des interactions génomiques

Nous avons vu plus haut que dans la stratégie de caractérisation d’un élément de régulation, il était
important de démontrer dans un contexte cellulaire I'interaction, ou du moins la proximité physique,
entre I’élément de régulation et le promoteur du gene. Par des études de capture de la chromatine,
et notamment des études 4C dont le principe a été évoqué en introduction, il est possible de mettre
en évidence ces interactions en prenant pour cible le promoteur ou la région candidate. Ce travail
a été mis au point par le Dr. Chandran Ka et Caroline Benech ; je me suis investi dans les aspects
méthodologiques mais n’avait pas le temps de prendre en charge cette partie expérimentale sur le
temps de ma theése.

Premierement, une analyse a été réalisée en prenant comme cible (“viewpoint”) le promoteur du géne
SLC40A1. Plusieurs choix d’enzymes de restriction ont été faits, et la figure 54 montre les résultats pour
les enzymes Dpnll (premiere digestion) et Haelll (deuxiéme digestion). Les données de séquencage
ont été traitées par l'algorithme proposé par Krijger et al. (Krijger et al., 2019). Ce que 'on peut voir
ici C’est que, au sein du TAD initialement délimité, on retrouve une interaction entre le promoteur du
geéne SLC40A1 et plusieurs de nos régions candidates. Toutd’abord, les régions 2, 3 et 8, qui présentent
un effet coopératif selon nos tests luciférase, semblent interagir avec le promoteur, ce qui semble
moins évident avec la région 4. De méme, il semble que les régions 1, 6 et, dans une moindre mesure,
7, qui présentaient un effet négatif modeste en tests luciférase, semblent également interagir avec
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notre cible. Pour la région 5 les résultats sont plus difficiles a interpréter, du fait notamment de la
proximité avec la région 6.

On note également des pics supplémentaires, dans des régions non sélectionnées. Entre les régions 1
et2 (fleche orange), un pic est visible, mais cette région n’était pas pas prédite comme élément de régu-
lation par I'absence de pic d’acétylation de la lysine 27 de ’histone H3 (H3K27Ac), ni par ChromHMM
(voir Figure 43 dans la partie résultats). Pour la région entre les régions 2 et 3 (fleche noire), on note
que GeneHancer prédisait deux régions régulatrices, mais I'une d’elle n’était pas conservée entre les
especes, et pour lautre il n’y avait pas de pic H3K27Ac. Ces résultats, qui posent la question de la per-
tinence de lanalyse bioinformatique initiale, mettent en avant la complémentarité des techniques
d’analyse, ou l'analyse 4C met en avant des régions d’interaction qui présentaient initialement un
intérét moindre.

Enfin, la fleche violette montre un grand pic a la fin du TAD, qui correspond a une région contenant
3 pics de fixation du facteur CTCF, pouvant correspondre a la limite de notre boucle d’ADN. Pour ces
trois pics d’ailleurs on retrouve la présence de motifs de fixation potentiels, dans une orientation com-
patible avec la frontiére d’un TAD selon la base CTCFBSDB (https://insulatordb.uthsc.edu/) (Ziebarth
etal.,2013).
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Figure 54: Profils de 4C-seq sur cellules HepG2 avec comme “viewpoint” le promoteur du géne
SLC40A1 (bleu). . Les profils d’acétylation de la lysine 27 de I’histone H3 ainsi que la fixation du
facteur insulateur CTCF sont représentés en vert et violet, respectivement. Les régions candidates
sont représentées en vert (effet enhancer selon les résultats de luciférase), en rouge (effet silencer)
et gris (pas d’effet). Le “viewpoint” est représenté en bleu.Les fleches montrent des régions non
sélectionnées sur les données in silico mais présentant une interaction avec le promoteur.

Nous avons souhaité ensuite étudier les interactions en prenant comme cible la région 3, qui, avec la
région 8, présentait les effets les plus importants en tests luciférase. Comme montré par la figure 55,
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linteraction entre la région 3 et le promoteur est bien présente. De fagon intéressante, on note que la
région 3 interagit avec les régions 2 et 8, ce qui concorde avec l’effet coopératif observé en luciférase.
Pour la région 4, sa proximité avec la région 3 rend l'interprétation plus difficile.
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Figure 55: Profils de 4C-seq sur cellules HepG2 avec comme “viewpoint” la région candidate 3.
Les profils d’acétylation de la lysine 27 de I’histone H3 ainsi que la fixation du facteur insulateur CTCF
sont représentés en vert et violet, respectivement. Les régions candidates avec un effet enhancer
sont représentées en vert, le promoteur en bleu.

Ces résultats préliminaires restent a répliquer, et d’autres types cellulaires sont a analyser, comme
les cellules Huh7. Il serait également intéressant de réaliser ces analyses en prenant comme cible les
autres régions candidates, a commencer par la région 8.

c. Analyses in vitro par stratégie CRISPR/Cas9

Lavalidation de leffet d’une région de régulation ne se base pas uniquement sur des données épigéné-
tiques ou des analyses de capture de la chromatine. Lutilisation des tests in vitro par un géne rappor-
teur est connue et bien documentée, cependant elle reste artificielle, puisque l'on apporte par le biais
d’un plasmide externe la séquence régulatrice avec le gene rapporteur, sans prendre en compte la
conformation tridimensionnelle de ’ADN et le contexte génomique.

Pour caractériser au mieux une région régulatrice, prenons par exemple le cas des enhancers, il faut
définir de fagon précise ce qu’est un enhancer. A lorigine le terme enhancer était utilisé pour nom-
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mer des séquences qui ont un effet transcriptionnel sur une stratégie de géne rapporteur (Baneriji
et al., 1981), mais on peut également définir un enhancer comme une séquence présentant les mar-
ques épigénétiques associées a une activité activatrice, ou enfin des séquences localisées a distance
d’un géne et qui agissent sur la transcription de celui-ci in vivo. Ces définitions ne sont pas équiva-
lentes, certaines séquences peuvent avoir un effet sur un géne rapporteur, ou présenter des marques
épigénétiques caractéristiques, mais ne pas avoir d’effet in vivo ou dans un contexte cellulaire donné
du fait du repliement chromatinien. A l'inverse, des séquences avec un effet dans ce contexte peuvent
ne pas présenter de marques épigénétiques ou ne pas avoir d’effet par des stratégies de tests rappor-
teurs du fait du contexte génomique nécessaire (Gasperini et al., 2020). C’est pour cela qu’il convient
toujours de parler d’enhancer candidat ou potentiel, et d’utiliser plusieurs approches pour confirmer
leffet de ’enhancer candidat sur la régulation d’un gene.

Il est recommandé de passer par une étude mettant en évidence l’effet de la perturbation de I’élément
derégulation sur l'activité du géne cible. Comme présenté plus haut, il est possible d’utiliser les straté-
gies issues de la technologie CRISPR/Cas9 pour :

« déléter la région de régulation
« empécher la fixation des facteurs de transcription par stratégie de CRISPR interférence
« activer la transcription par CRISPR activation

J’ai fait le choix de la premiére stratégie, en tentant de produire des clones cellulaires présentant la
délétion de I’élément cible. Ce choix fut le fruit de plusieurs discussions. Bien que beaucoup d’études
utilisent la stratégie de CRISPR interférence ou activation, basée sur l'utilisation d’une Cas9 modifiée
couplée a un facteur répresseur ou activateur, il existe un risque de faux positifs, par extension de
Ueffet répresseur du facteur utilisé, ou de faux négatif, si la séquence enhancer n’est pas sensible au
facteur répresseur (Gasperini et al., 2020).

La stratégie de CRISPR/Cas9 délétionnel a montré son efficacité dans la caractérisation d’éléments de
régulation, que ce soit de facon ciblée ou plus large (Dao et al., 2017; Diao et al., 2017; Cassinari et al.,
2019). Elle présente par contre des limites, la premiére étant lefficacité de coupure et la fréquence
d’événements délétionnels. En effet, en apportant un couple d’ARNg dans les cellules, il est néces-
saire d’avoir deux événements de coupure dans celles-ci pour pouvoir déléter la région cible. Cer-
tains travaux ont montré que Uefficacité de délétion pouvait étre faible et les événements de coupure
aléatoires (Gasperini et al., 2017).

De plus, j’ai choisi comme modéle cellulaire les cellules HepG2, afin de garder une concordance avec
les données in silico, in vitro et de capture de la chromatine, mais ce modeéle est connu pour étre diffi-
cile a transfecter. Apres plusieurs essais de nucléofection, qui se sont soldés par une mortalité cellu-
laire importante, nous nous sommes tournés vers un lipide cationique : le TransIT-2020 (Mirus Bio) ;
des tests comparatifs effectués dans I’équipe ayant montré une meilleure efficacité de ce lipide au
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regard d’autres lipides comme la Lipofectamine 2000 (ThermoFisher Scientific), mais des analyses de
cytométrie en flux ont montré que lefficacité de transfection ne dépassait pas 20%.

Les effets sur le pool de cellules étant insuffisants, avec une diminution non visible du nombre de
copies de notre région de régulation, j’ai basculé sur la seconde stratégie, avec un tri cellulaire basé
sur l'expression de la GFP couplée a la Cas9. A ce jour je suis en cours de mise au point car les cel-
lules HepG2 survivent peu lorsqu’elles sont isolées, rendant difficile 'expansion clonale apres le tri
cellulaire.

2.3.2. Recherche de variants de régulation

Ce travail a mis en évidence la présence de deux variations, I'une trés rare, ’autre un peu moins (1%
en population générale), touchant de potentiels sites de fixation de facteurs de transcription. Pour
'une d’entre elles d’ailleurs (chr2(GRCh37):2.190477717A>G), un site de fixation du facteur de tran-
scription MTF-1 (“Metal Regulatory Transcription Factor 1”) est prédit. Ce facteur a une importance
pour la régulation du gene SLC40A1 (Troadec et al., 2010), mais la position touchée ne semble pas étre
particulierement conservée. De plus, les données de ChIP-seq disponibles pour les cellules HepG2
n‘ont pas mis en évidence de fixation de ce facteur de transcription sur la région 8. Cela peut venir
du fait que, dans le projet ENCODE, il n’y a pas de données de ChIP-seq pour cette protéine dans les
cellules HepG2. Il conviendrait de faire des analyses de ChIP en ciblant le facteur MTF-1.

Pour la seconde variation, on touche entre autres un site prédit de fixation du facteur FOXG1. Cette
protéine a été décrite dans la carcinogenese des cellules hépatocytaires (Zheng et al., 2019), mais a
ce jour son role dans le métabolisme du fer reste inconnu. De la méme maniére, une étude par ChIP
ciblée sur ce facteur pourrait déja démontrer son réle dans les cellules HepG2.

Dans tous les cas, des tests luciférase seraient une premiére étape dans la validation de leffet des
variations sur l'activité de la région 8.

La plupart des pathologies décrites en lien avec la dérégulation d’un enhancer sont liées a des anoma-
lies structurales (délétion ou duplication). Dans notre cohorte, il serait intéressant de rechercher ce
type de variations. Une étude de la base de données DGV (“Database of Genomic Variants”) (Mac-
Donald et al., 2014), qui regroupe les données de variations de structure du génome chez des indi-
vidus sains, montre qu’il n’existe aucune délétion de ces éléments de régulation en population. Une
stratégie par PCR digitale ou par micropuce (CGH-array) pourrait étre intéressante pour rechercher de
telles variations.

Concernant les variants nucléotidiques, les principales descriptions se focalisent sur des variations
communes, ou SNPs, associées a un facteur de risque de pathologie (Corradin and Scacheri, 2014), et
identifiées par GWAS (“Genome Wide Association Studies”). Il est tout a fait possible que dans le cadre
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de ’hyperferritinémie, la dérégulation d’un enhancer par un SNP soit a l'origine d’un surrisque de
développer une surcharge en fer, si elle est associée en plus a des éléments en faveur d’un syndrome
métabolique, comme l'obésité. Cela reste spéculatif, et a ce jour, les études GWAS a la recherche de
variants modifiant le métabolisme du fer n’ont trouvé que des variations codantes, introniques ou
dans les UTRs (Tayrac et al., 2015; Koller et al., 2016; Bell et al., 2021).

2.3.3. Les silencers

J’ai focalisé mon travail sur les éléments enhancer, favorisant la transcription, car un de nos objectifs
était de mettre en évidence de potentiels variants de régulation entrainant la diminution de la tran-
scription du géne. Il était donc logique de se focaliser sur les éléments enhancers. Les analyses par
tests luciférase ont pourtant mis en évidence la présence de régions avec un potentiel effet inverse
(régions candidates 1, 6 et 7). Encore une fois, il estimportant de rappeler que ces tests sont artificiels
et, que dans ces cas précis, les différences observées, bien que significatives, étaient modestes. Les
données de la littérature sont beaucoup plus riches a propos des éléments enhancer que des silencers,
ces derniers présentant pourtant un réle important dans la régulation transcriptionnelle (Ogbourne
and Antalis, 1998; Pang and Snyder, 2020). Il est, par ailleurs, décrit que des régions cis régulatrices
peuvent agir en tant qu’enhancer et silencer, en fonction du type cellulaire (Huang and Ovcharenko,
2022).

Les analyses de capture de la chromatine ayant mis en évidence de possibles interactions entre
le promoteur du gene SLC40A1 et les régions ayant un effet négatif en luciférase, une analyse
plus poussée de ces éléments, par des stratégies combinatoires en luciférase, ou de capture de la
chromatine prenant pour cible ces régions pourrait étre intéressante, dans un second temps.

2.3.4. La problématique du type cellulaire

Nous avons basé toutes nos analyses sur les cellules HepG2, pour les raisons explicitées plus haut (im-
plication dans le métabolisme du fer, données disponibles). Nous avons également vu les difficultés
que posaient l'utilisation de ces cellules (trois copies du géne SLC40A1, difficultés de transfection, dif-
ficultés de culture de cellules isolées). Les résultats sur les cellules Huh7 ont montré que leffet des
éléments de régulation dépendait du type cellulaire. Enfin, il estimportant de noter que j’ai travaillé
sur des lignées cellulaires immortalisées, qui s’éloignent du contexte physiologique. Il sera impor-
tant par la suite d’utiliser d’autres types cellulaires, peut-étre plus proches des macrophages, qui ex-
priment plus fortement FPN1 et jouent un réle essentiel dans le métabolisme du fer. Les résultats
pourraient étre différents, tout comme on le voit pour les cellules Huh7 qui sont pourtant comme les
HepG2 issues de cellules hépatocytaires.
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Au sein de ’équipe qui m’a accueillie pour mathese, la recherche d’un meilleur modele cellulaire pour
’étude de FPN1 est un objectif important. Les travaux du Dr Marléne Le Tertre durant sa thése au sein
de ’équipe ont consisté en la mise au point d’'un modele in vitro a partir de la lignée monocytaire THP-
1. Elle a pu mettre en place un protocole de différenciation et polarisation en macrophages de types
M2, et éditer le génome par une stratégie CRISPR/Cas9 pour inactiver un alléle du gene SLC40A1.

Durant ma these, j’ai participé a la mise en place d’un modéle primaire, a partir de résidus d’aphérése
de donneurs sains provenant de 'établissement francais du sang. L'objectif était de les différencier
en macrophages puis les polariser en macrophages de type M2, non pro-inflammatoires.

Apres séparation de PBMC (“Peripheric Blood Mononuclear Cells”) grace au milieu de séparation Pan-
coll (PAN Biotech), les monocytes ont été purifiés par l'utilisation de billes magnétiques permettant
lisolation des cellules CD14* (“CD14 Microbeads”, Miltenyi Biotec), et mis en culture en boite de pétri
dans un milieu RPMI (Lonza) a 20% de SVF en présence de M-CSF a 100 ng/mL pendant six jours. Apres
ce délai, les cellules différenciées en macrophage de type M0 sont mis en culture dans du RPMI a 5%
de SVF en présence de M-CSF a 100 ng/mL pendant 24h.

Nous avons également mis au point un protocole de sénescence des globules rouges, adapté du pro-
tocole initialement proposé par Delaby et al. (Delaby et al., 2005). Aprés un prélévement sanguin sur
tube EDTA et plusieurs étapes de centrifugation et lavages, les globules rouges sont mis en présence
d’un mélange de calcium etionophore (CaCl2 a 2,5mM et ionophore a 0,5 uM dans un tampon HEPES)
a 30°C pendant 16 heures.

Ces globules rouges rendus sénescents sont ensuite déposés sur les macrophages en culture, a 37°C
pendantune heure. Aprés un lavage, un choc hypotonique et une coloration au MGG, une visualisation
au microscope a permis de confirmer que les macrophages étaient en capacité de phagocyter ces
érythrocytes (Figure 56).

Surcharges en fer liées a SLC40A1: caractérisation fonctionnelle, structurale et régulation a distance

276



Figure 56: Observation par microscopie (x400) de la capacité de monocytes primaires humains
différenciés et polarisés en macrophages de type M2 a endocyter des érythrocytes sénescents.
Monocytes primaires humains différenciés et polarisés en macrophages de type M2 en absence (A)
ou présence (B) de globules rouges humains rendus sénescents. Les fleches rouges pointent des
globules rouges endocytés par les macrophages.

Ce travail de mise au point d’un modeéle primaire est toujours en cours au laboratoire. Nous mettons
au point des conditions expérimentales pour mesurer les niveaux d’expression du gene SLC40A1, tant
au niveau ARN que protéique. Ce modéle servira a I'étude de la régulation a distance du gene SLC40A1
mais de facon plus large permettra au laboratoire de mieux comprendre la biologie de la ferroportine
dans un contexte plus proche des conditions physiologiques, au travers d’études transcriptionnelles
et protéomiques.
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Conclusion générale et perspectives

Le travail de theése que j’ai réalisé sous la direction du Pr Gérald Le Gac au sein de 'unité Inserm U1078
Génétique, Génomique et Biotechnologies avait pour but principal ’étude du gene SLC40A1 dans le
contexte des surcharges en fer. Ce travail a permis de contribuer a 'amélioration de l’interprétation
des variations faux-sens du gene SLC40A1 chez des patients présentant une surcharge en fer, par des
analyses fonctionnelles permettant d’appréhender a la fois la perte et le gain de fonction, et des analy-
ses structurales fines, en collaboration avec le Dr. Isabelle Callebaut. De plus, ces travaux ont amélioré
les connaissances fondamentales sur la biologie de la ferroportine, et en particulier sa relation avec
’hepcidine.

La compréhension de lafonction d’un géne et d’une protéine ne se limite pas a ’étude de sa séquence
codante. Les travaux que j'ai démarrés visant a étudier la régulation a distance du géne SLC40A1
m’ont permis de mettre en évidence des régions candidates susceptibles de moduler I'expression du
géne dans le modéle HepG2. La stratégie basée sur une premiére recherche in silico de régions can-
didates s’est avérée plutdt efficiente. Ce travail devra étre continué, par des analyses de ChIP pour
identifier les facteurs de transcription impliqués dans cette régulation, et par la poursuite des études
d’interaction et de CRISPRsur les autres régions. La recherche de variations dans ces régions s’est faite
sur une cohorte de 204 patients, et devrait étre étendue a d’autres patients présentant une hyperferrit-
inémie inexpliquée, dans le but de mettre en évidence un nouveau mécanisme physiopathologique
de la maladie de la ferroportine. Il serait important en revanche de bien choisir ces patients, dont
le phénotype serait évocateur d’une perte de fonction du gene SLC40A1, c’est a dire une hyperferrit-
inémie franche (>1000ug/L), sans cause secondaire, et avec une surcharge en fer avérée. Lutilisation
du score récemment publié par Landemaine et al. serait intéressante dans ce cas (Landemaine et al.,
2021).
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Annexe 1 Amorces utilisées pour l'inversion et la combinaison des régions candidates au sein du plasmide pGL3 proSLC40A1
Amorce Sequence (Sall-tail)

1inv-F CTTTCAATGGTATGGTTGTG

1inv-R ATAAATTAGGTCAGTAATGGAAA

2inv-F GTAGAGCAAGTCCTCCAACAGT

2inv-R TCACATGCTAGACTATAAAAGGAAATTTTG

3inv-F CAGAGTAGTAATAAAAAGTCACAGGG

3inv-R CTTGAAGGATGAACTGGAATC

4inv-F GTTAATATATTCATAACCATATTTTAAGG

4inv-R ATAAAACCTGAGAGAATGGT

6inv-F AAGTAAATGAGAATCATGATTTTAG

6inv-R TTTTAAGAAGCTTACCATCTTAG

7inv-F TTGTAAGCAAGAAATGAATAGG

7inv-R CCTATTCATTTCTTGCTTACAA

8inv-F CACCACCACACTCGGCTAAT

8inv-R AATAGTTTGGTTATATATGACTCTTTCACC
comb-8-3-F TCTGGGATCCGTCGACAATAGTTTGGTTATATATGACTCTTTCACC
comb-8-3-R AAGGGCATCGGTCGACCACCACCACACTCGGCTAAT

comb-2-3-F TCTGGGATCCGTCGACTCACATGCTAGACTATAAAAGGAAATTTTG
comb-2-3-R AAGGGCATCGGTCGACGTAGAGCAAGTCCTCCAACAGT
comb-4-F TCTGGGATCCGTCGACATAAAACCTGAGAGAATGGT

comb-4-R AAGGGCATCGGTCGACGTTAATATATTCATAACCATATTTTAAGG
comb-2-8-F GGTGGGATCCGTCGACTCACATGCTAGACTATAAAAGGAAATTTTG
comb-2-8-R GGTGGGATCCGTCGACATAAAACCTGAGAGAATGGT

comb4-2-F AAAGGGATCCGTCGACATAAAACCTGAGAGAATGGT
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Annexe 3 Séquence des amores utilisées pour la PCR digitale

Amorce Séquence Sonde d’hydrolyse
enh3 ddPCR _F GCTCTACAAGCTGGATTGGTCTTA CACAGCCA
enh3 ddPCR R CATGAGGACAATTCTGGATGAGT

slc40a1_cdna_ddPCR_F TGAGCTTCTGACCATGTACCA

sic40al_cdna_ddPCR R |CAATATTTGCAATAGTGATGATCAGGA CTTCCTGC
hmbs._f GGGACAGTGTACCCAAGGTC
hmbs_r CTGAGGTAAACGGATCTGACG GAGCAGGA
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Annexe 4

Séquence des amorces utilisées pour le séquencage des régions de régulation candidates

Amorce

Séquence

seq-enhl-1-R

CGCATGTCAGAAGTTAACAATTG

seq-enh1-2bis-F

GTGTTGAACCTATGTTTGTAAGCTG

seq-enh1-2bis-R

CCTAGTCAGGTAAGGGCCCTT

seq-enh1-3-F AGACAGAGCAAGTAGTGGGGC
seg-enh1-3-R ACACCAGGGCTTATGGTTTCT
seq-enh2-1-F GTCTTCAGACCTGGGAAAATATGT
seg-enh2-1-R AGTCCATGAATACACAAGGAAGTG
seq-enh2-2-F CTGCGTATGATTATATTCTGCTTGTT
seq-enh2-2-R TGGAGTTGCTTTTAGGCTTCAT
seg-enh2-3-F CATTGGCTGTGTTGAAAAGACTAG
seg-enh2-3-R CTATGGACTTTGGACTTAGAAACTCTC
seq-enh2-4-F CTTATGGTATTTGAAGGGCTGTTATT
seq-enh2-4-R AAATGTCAGAAATTTCTTCCTCTCA
seq-enh2-5-F AAAATAAAAGGCAGCTACAGATAGATTTAG
seg-enh2-5-R CTCAGTGCTCTGAGAATTCCTAACTC
seq-enh2-6-F ATGCCTCAGTAAAATTAATGTGAATG
seq-enh2-6-R TGTATCTATTAGATAACCATAAATGACCCA
seg-enh3-1-F CTTCATTTCTTAATACTGAATATTCTGAGC
seg-enh3-1-R CAACAGCTGCATAAATATTTCTCAC
seq-enh3-2-F TTTCCTGCAAAAAAGGCGA

seg-enh3-2-R CTTCACAAACTTGCCTAGGTTGAG
seq-enh3-3-F TGTGTTTGTGGGTGTTTTGAAC
seg-enh3-3-R CATCCCTAGCTAAGCAAAGATTGA
seq-enh3-4-F GCTGAGTCATGGATAGCTGATCT
seq-enh3-4-R GAGTAGCAAGGGCAACCCTATA
seq-enh4-1-F TGGAGAGGAAATTGAGATACTTCCT
seg-enh4-1-R GACTGCTGTTAAACCAGCTACATC
seq-enh4-2-F GGTTGCTTAGAGCTACATTAGTAGTATTGA
seq-enh4-2-R CAGTCAATTTAATGACTATTAACACATCAC
seq-enh4-3-F GGAAGATATAAGCAGACTTTTTCAAAAG
seg-enh4-3-R GTATCAGATGCAAATAACCTACAAGC
seq-enh4-4-F CTTCATGTGCAAATGTGTTGAC
seg-enh4-4-R GGAATTTCTACAATGTGTTATGTTAAACA
seq-enh4-5-F GCAATATGTTATGTTCAAAATGGTG
seq-enh4-5-R GCATTATTTCCATCCTTAGGTCTTC
seg-enh4-6-F CAGGGAAACAAACTAATGATGAGATA
seq-enh4-6-R TAAAAGCTGAAAGACCTAAACTCCC
seg-enh5-1-F CATCATATAAATATAACTGCAAACATGC
seg-enh5-1-R TGCTGGCTGGATGTGAAAG

seq-enh5-2bis-F

TGTTTTTCAAGTAGGAAAGGAAGTGA

seq-enh5-2bis-R

CCTCCTTTTTCTCTGTTCTCCTTTA

seg-enh5-3-F TTGTGGATTTTTTGTGCCAT

seq-enh5-3-R AGGTGGGTCTGTGTATAAGAGACAC
seq-enh6-0-F GGAAACAATTGTAGGAGAGACTCTAGAAG
seg-enh6-0-R TTCTTCAGATGTTCTTTGACCACTT

seq-enh6-1bis-F

CCATCTTAGTTGTTCATTGGGAATA

seq-enh6-1bis-R

AGCAGAGTTGACTCAGCTGATCT

seq-enh6-2-F TTGGAATTACAATTCCCCTGTG
seq-enh6-2-R GACTTTGTTCTCCTTCACTCACC
seq-enh6-3-F GCTTTGTTTGGACCATTTGG

seg-enh6-3-R TTCCTCATTATAAATGATCACAGGAAG
seg-enh7-1-F GCTAAAGTTCCTGCATGAGGAT
seg-enh7-1-R ATGCCCAGAAACATAGGCAA
seq-enh7-2-F TATGTGTTCTTGAGAGGGAGGA
seq-enh7-2-R CCATTTCAACCAGAGCATGTAT
seq-enh7-3-F GCCACAGAGTCTTTTTCTCAAACTA
seq-enh7-3-R GGCTCTGATATTTGACTCATATTTGC
seq-enh7-4-F CAACATAATAATTGCAGTACCAAACA
seq-enh7-4-R CCCAATAGTGTAAATAGATACAAGAGTAGC
seq-enh7-5-F TTCTCACCCTGTGACCCTATG
seg-enh7-5-R CAGATCACCCTGTTAGAAGTCTAGAA
seg-enh7-6-F GGTAAATAACCAGACTGAAGCAACTT
seq-enh7-6-R CAGTGCAAAAACAGTGCTTATTG
seq-enh7-7-F CAGTTTTATTTAAATCAAGTGTGTTGTG
seg-enh7-7-R AGACAAGTTCTCCTAAAGGAATTAAGC
seq-enh7-8-F GTTCTAACCTCAAGTGAATTAGCATAAGT
seq-enh7-8-R CACTTTAATGTGATTCTTCATGCC
seg-enh8-1-F GTGGTGATTCACATGTTATTATTATAATGG
seg-enh8-1-R GCAAATTCCTCTTCCAAGGTTT
seq-enh8-2-F GGAAGATAATGCATATTAAATTAGTCCA
seq-enh8-2-R AGTGTTTTGTTAGTTTCCTCTTTCTAAAC
seq-enh8-3-F TTCCAAATATCCATACACGGACTA
seg-enh8-3-R GGAGCTCTGAGTAGTAGAAAGCAAA
seq-enh8-4-F AGGCTGAAGCATGCAAGGT

seq-enh8-4-R TTCTTTCAAGATATCTATTATTCCCTAGG
seq-enh8-5-F AACAGCAGAACTGATGGCAAG
seg-enh8-5-R AAGCATAGCATCATAGGGTTGC
seg-enh8-6-F CTGCTCTACCTCCTAGATTAACCC
seg-enh8-6-R CTAGGGCTAGCTCTTGGATCG
seq-enh8-7-F AGGCTGCTGCTCATGTTGAAATA
seq-enh8-7-R ATTCTCCTGCCTCAGCCTC
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: Identification et caractérisation de formes rares de surcharge en fer : analyses structurales et
fonctionnelles de la ferroportine et étude de la régulation a distance du géne SLC40A1.

Mots clés : Métabolisme du fer, surcharges en fer liées au géne SLC40A1, ferroportine, hepcidine,
protéines MFS, régulation a distance.

Résumé : La ferroportine (FPN1) est le seul exportateur de fer connu chez les mammiferes. Cette protéine
de 12 domaines transmembranaires fait partie de la famille des transporteurs MFS (« Major Facilitator
Superfamily ») et est régulée négativement par I'hepcidine. Les mutations dans le géene SLC40A1 codant
FPN1 sont responsables de deux phénotypes distincts, la maladie de la ferroportine et 'hémochromatose
de type 4, en fonction de I'impact fonctionnel des variations : perte ou gain de fonction. A ce jour, plus de
60 variations, quasi-exclusivement faux-sens, sont décrites dans la littérature. Durant ma thése, je me suis
d’'abord attaché a mieux rendre compte de hétérogénéité allélique au locus SLC40A1. Au travers d’'une
analyse exhaustive de la littérature, j'ai réalisé une interprétation clinique, structurale et fonctionnelle d'un
ensemble de 65 variants rares a trés rares et proposé des corrélations génotype-phénotype originales dans
le cadre d’'un premier article et de la création d'une base de données spécialisée. J'ai caractérisé huit
nouvelles variations faux-sens identifiées dans le cadre de différentes collaborations nationales avec, a la
clé, la description de nouveaux mécanismes physiopathologiques associant perte et gain de fonction. Des
analyses structurales basées sur les structures tridimensionnelles de FPN1 chez I'homme et la bactérie
(BbFPN) m'ont permis d’expliquer cette ambivalence et de révéler des aspects nouveaux du mécanisme
d’export du fer chez 'homme et de sa régulation par I'hepcidine. Ces différents points seront a la base de
deux autres publications originales. Enfin, j'ai exploré les possibles mécanismes de régulation a distance
du gene SLC40A1, a travers la combinaison d'études in silico et de validations in vitro (tests luciférase,
capture de la chromatine, édition génique).

: Identification and characterization of rare forms of iron overload: structural and functional
analyses of ferroportin and study of the long-range regulation of the SLC40A1 gene.

Keywords: Iron metabolism, iron overload linked to the SLC40A1 gene, ferroportin, hepcidin, MFS
proteins, long-range regulation.

Abstract: Ferroportin (FPN1) is the sole known iron exporter in mammals. This 12 transmembrane domain
protein is a member of the Major Facilitator Superfamily (MFS) of transporters and is negatively regulated
by hepcidin. Mutations in the SLC40A1 gene encoding FPN1 are responsible for two distinct phenotypes,
ferroportin disease and hemochromatosis type 4, depending on the functional impact of the variations: loss-
or gain-of-function. To date, more than 60 variations, almost exclusively missense, are described in the
literature. During my thesis, | first tried to better account for allelic heterogeneity at the SLC40A1 locus.
Through an exhaustive analysis of the literature, | performed a clinical, structural and functional
interpretation of a set of 65 rare to very rare variants and proposed original genotype-phenotype
correlations in the context of a first article and the creation of a locus-specific database. | characterized
eight new missense variations identified thanks to different national collaborations with, as a result, the
description of new physiopathological mechanisms associating both loss- and gain-of-function. Structural
analyses based on the three-dimensional structures of FPN1 in humans and bacteria (BbFPN) allowed me
to explain this ambivalence and to reveal new aspects of the iron export mechanism in humans and its
regulation by hepcidin. These different points will be the basis of two other original publications. Finally, |
explored the putative mechanisms of long-range regulation of the SLC40A1 gene, through a combination of
in silico studies and in vitro validations (luciferase assays, chromatin capture, gene editing).



